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Implantatinfektionen spielen insbesondere bei immunsupprimierten Patienten sowie bei 
Reimplantationen eine große Rolle, da sie nur schwer in den Griff zu bekommen sind und 
meist schwerwiegende Folgen für den Patienten haben. Aus diesem Grund steigt die 
Wichtigkeit von antimikrobiellen Oberflächenbeschichtungen der Implantate in der 
Prävention von Infektionen. Eine mögliche und vielversprechende antimikrobielle Substanz 
ist Silber (Ag), welches nicht nur aktuell Anwendung findet, sondern auch eine lange Historie 
in der medizinischen Nutzung hat.  
Die vorliegende Arbeit untersucht die Biokompatibilität einer neuartigen 
Implantatbeschichtung mit TiAg auf konventionellem Titan. Dabei wurde diese neuartige 
TiAg-Verbundbeschichtung mittels physikalischer Gasphasenabscheidung (PVD = engl. 
physical vapor deposition) unter Vakuumbedingungen auf die Ti-Folien aufgebracht, welche 
im Modell der Rückenhautkammer auf den quergestreiften Skelettmuskel der Rückenhaut (M. 
panniculus carnosus) implantiert wurden. Die Analyse der lokalen kapillären und der 
venulären Perfusion, der Gefäßpermeabilität und der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion 
erfolgte mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie (IVM) direkt und eine Stunde sowie 
einen, drei und sieben Tage nach Implantation. Des Weiteren wurden Blutparameter als auch 
die Histologie des Skelettmuskels im Bereich der Implantate nach Ende des 
Versuchszeitraums untersucht.   
Die mit der neuartigen TiAg-Beschichtung ausgestatteten Implantate wurden gut toleriert. Im 
Vergleich zur Kontroll- sowie zur reinen Ti-Implantatgruppe zeigten sich keine signifikanten 
Unterschiede hinsichtlich der funktionellen Kapillardichte und der endothelialen       
Farbstoff-Extravasation. Weiterhin konnte mittels IVM weder eine erhöhte Anzahl an 
rollenden noch an adhärenten Leukozyten analysiert werden. Anzeichen einer vermehrten 
Inflammation wurden bei der Untersuchung der histologischen Präparate ebenso nicht 
gesehen.  
Die neuartige TiAg-Verbundbeschichtung zeigte eine gute Biokompatibilität und keine 
Hinweise auf eine erhöhte Inflammation im Mausmodell und bietet somit gute 
Voraussetzungen für eine weitere Testung zur zukünftigen Verwendung in der 
Humanmedizin. 
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Abb.   Abbildung 
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BSG   Blutsenkungsgeschwindigkeit 
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CCD   charge-coupled device = dt. ladungsgekoppeltes Bauteil 
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2
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mg   Milligramm 
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ml   Milliliter 
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2
   Quadratmillimeter 
mol   Mol 
MW   Mittelwert 
n   Anzahl 
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NO   Stickstoffmonoxid 
pL   Pikoliter 
ppb   parts per billion = dt. Teile pro Milliarde 
PVD   physical vapor deposition = dt. physikalische Gasphasenabscheidung 
RKP   Rückenhautkammer-Präparation 
ROI   region of interest = dt. Beobachtungsfeld 
s   Sekunden 
S   Sprengring 
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Tab.   Tabelle 
Ti   Titan 
TiAg   Titan-Silber 
TiNi   Titan-Nickel 
u.a.   unter anderem 
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UBM    unbalancierte-Magnetron-Kathodenzerstäubung 
v   velocity = dt. Geschwindigkeit 
II Glossar  
5 
 
V   Volt 
v.Chr.   vor Christus 
VQ   Blutvolumenfluss 
W   Watt 
z.B.   zum Beispiel 
µm   Mikrometer 
µM   Mikromolar 
  




Thema der Dissertation: 
Analyse der mikrovaskulären Antwort der Skelettmuskulatur auf die Implantation von 
TiAg-Implantaten im dorsalen Rückenhautkammer-Modell  
 Implantatmaterialien spielen insbesondere in der Therapie der Orthopädie und der 
Unfallchirurgie eine wesentliche Rolle. 
 Die Verwendung und Bedeutung von Implantaten wie z.B. Hüft- und Kniegelenks-
Totalendoprothesen ist in den letzten Jahren gestiegen und steigt weiterhin. 
 Bei jeder Operation bestehen Risiken, wobei die Infektion eine der schwersten 
Komplikationen darstellt, durch die weitere Behandlungsschritte, wie u.U. eine 
Reoperation notwendig werden und weitere schwerwiegende Komplikationen 
auftreten können. 
 Silber ist ein vielversprechendes Material für den Einsatz bei Implantatmaterialien 
aufgrund seiner antimikrobiellen Eigenschaften. 
 Eine gute Biokompatibilität und gute vaskuläre Bedingungen sind essentiell für eine 
optimale Gewebeintegration und somit für optimale funktionelle Ergebnisse. 
 Vaskuläre und inflammatorische Parameter zur Bewertung der Biokompatibilität 
wurden mithilfe der Rückenhautkammer und der intravitalen Mikroskopie untersucht. 
 Während eine antimikrobielle Wirkung von Silber auch in Verbindung mit anderen 
Materialien schon untersucht und bestätigt wurde, ist die Biokompatibilität der TiAg-
Legierung noch nicht ausreichend analysiert worden. 
 Die TiAg-Verbundbeschichtung zeigte sowohl in zentralen als auch peripheren 
Bereichen um das Implantat herum intakte vaskuläre Verhältnisse und keine 
Anzeichen einer vermehrten endothelialen Schädigung. 
 Eine erhöhte inflammatorische Reaktion wurde durch die TiAg-Verbundbeschichtung 
nicht ausgelöst. 
 Der Vergleich der reinen Ti-Implantate mit den TiAg-Implantaten zeigte eine gleich 
gute Biokompatibilität und eine ähnlich geringe Inflammation. 
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 Histologisch konnten eine gute Biokompatibilität und eine geringe Inflammation 
bestätigt werden. 
 Die EDA-Analyse zeigte eine adäquate Silberfreisetzung der TiAg-Legierung. 
 Die TiAg-Verbundbeschichtung bietet durch die Kombination der Festigkeit der  
Ti-Komponente mit der antibakteriellen Wirkung von Silber gute Voraussetzungen für 
weitere Testungen mit dem Ziel der zukünftigen Anwendung im menschlichen 
Organismus. 
  




1.1 Implantate und Fixationsmaterialien in der Chirurgie 
1.1.1 Knochenersatzmaterialien und Endoprothesen 
Die vorliegende Arbeit untersucht eine neuartige Silberlegierung als Beschichtung von 
Implantatmaterialien hinsichtlich ihrer Biokompatibilität und ihrer Auswirkungen auf die 
lokale körpereigene Immunantwort. Implantatmaterialien jeglicher Art haben einen hohen 
Stellenwert insbesondere in der orthopädischen sowie in der Unfallchirurgie. Dabei kommen 
u.a. Schrauben, Marknägel oder Plattenmaterial zur Versorgung von Frakturen zum Einsatz 
sowie Totalendoprothesen im Rahmen eines Knie- oder Hüftgelenksersatzes. Der totale 
Hüftgelenksersatz mittels Endoprothese ist ein sehr erfolgreiches operatives Verfahren für 
Patienten mit einer endgradigen Hüftgelenkserkrankung und wird seit über 40 Jahren mit 
guten funktionellen Ergebnissen durchgeführt [Jassim et al 2012, Field et al 2005, Berry et al 
2002]. Die Bedeutung dieses Verfahrens hat in der Vergangenheit aufgrund verschiedener 
Faktoren zugenommen. Ein Grund hierfür ist die Bevölkerungsentwicklung der letzten 
Jahrzehnte in den Industrienationen. In Deutschland kam es im Zuge des demographischen 
Wandels zu einer fortlaufenden Alterung der Gesellschaft mit zunehmendem Anteil der 
älteren Bevölkerung und gleichzeitiger Abnahme der Anzahl der jungen Menschen (Abb. 1). 
 
 
Abb. 1: Demographische Entwicklung Deutschlands in den Jahren 1970 (A) und 2015 (B) 
und voraussichtliche Bevölkerungspyramide für das Jahr 2050 (C). Zahlen innerhalb der 
Grafik entsprechen dem Lebensalter, aufgetragen als Anzahl der Männer (blau) gegen Frauen 





A B C Altersaufbau 
1970 
Männer (in Tausend) Frauen (in Tausend) Männer (in Tausend) Frauen (in Tausend) Männer (in Tausend) Frauen (in Tausend) 
600                        300              100      0      0     100              300                        600 600                        300              100      0      0     100              300                        600 600                        300              100      0      0     100              300                        600 
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Betrug der Anteil der Einwohner in einem Alter von 80 Jahren oder älter 1970 noch etwa 2%, 
stieg der Anteil dieser Altersgruppe bis zum Jahr 2015 auf ca. 7% an. Hochrechnungen für 
das Jahr 2050 erwarten sogar einen Anstieg auf etwa 13% der Gesamtbevölkerung, einerseits 
bedingt durch eine steigende Lebenserwartung und andererseits durch sinkende Geburtenraten 
[Statistisches Bundesamt 2015, Peters et al 2010]. Neben diesem demographischen Wandel 
zeigt sich ebenso ein Wandel der Ernährungsgewohnheiten und der sportlichen Betätigung 
der Menschen. In Deutschland sind aktuell etwa 44% der Frauen und 60% der männlichen 
Bevölkerung übergewichtig oder adipös. Mit zunehmendem Alter nimmt die Häufigkeit 
außerdem weiter zu [Robert Koch Institut 2012]. Studien belegen eine klare Assoziation 
zwischen der Höhe des Body Mass Index (BMI) und der späteren Notwendigkeit der 
Implantation eines totalendoprothetischen Hüftgelenks-Ersatzes. Das relative Risiko für 
Männer mit einem BMI von 32kg/m
2
 oder mehr im Vergleich zu einem BMI von 20,5 bis 
21,9kg/m
2
 beträgt dabei 3,4, bei Frauen steigt das relative Risiko um den Faktor 2,3 [Flugsrud 
et al 2006]. Als normal angesehen wird dabei ein BMI von 18,5 bis 24,9kg/m
2
, eine 
Adipositas ersten Grades ist ab einem Wert von 30kg/m
2
 definiert. 
Aufgrund dieser Entwicklungen hat die Anzahl der totalendoprothetischen Eingriffe in den 
letzten Jahren zugenommen.  In Deutschland wurden im Jahr 2005 insgesamt 209.292 
endoprothetische Operationen des Hüftgelenks durchgeführt, drei Jahre später waren es 
226.736. Bis zum Jahr 2011 erhöhte sich die Anzahl weiterhin auf 232.320 Fälle, was einen 
Anstieg von 2005 bis 2011 von etwa 11% bedeutet (Abb. 2) [Wengler et al 2014].   
 
Abb. 2: Endoprothetische Eingriffe des Hüftgelenks in Deutschland von 2005 bis 2011 
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Auch in anderen Industrienationen wie den USA war dieser Trend zu beobachten: Hier 
erhöhten sich die absoluten Fallzahlen im oben angegebenen Zeitraum sogar um circa 22%. 
Hinsichtlich der Altersverteilung der Hüftprothesen-Implantation zeigt sich, dass etwa 74% 
der Eingriffe an Patienten in einem Alter von 65 oder älter vorgenommen werden (Stand 
2011). Dabei stellen 70-79 jährige Patienten den größten Anteil dar [Wengler et al 2014]. 
Damit zählt heutzutage an deutschen Krankenhäusern die Implantation eines künstlichen 
Hüftgelenks zu den Routineoperationen und rangiert innerhalb der 20 häufigsten operativen 
Eingriffe in der Statistik an sechster Stelle bei vollstationär aufgenommenen Patienten 
[Schnabel & Borelli 2011].  
 
1.1.2 Implantat-Materialanforderungen 
In den menschlichen Körper eingebrachtes Fremdmaterial jeglicher Art führt sowohl zu 
lokalen als auch zu systemischen reaktiven Prozessen. Dies geschieht unabhängig davon, ob 
es inerte oder nicht inerte Eigenschaften besitzt [Sáenz de Viteri & Fuentes 2013]. Ein 
Implantat sollte daher Charakteristika aufweisen, welche das Ausmaß dieser Prozesse 
begrenzen und eine möglichst lange Verweildauer im menschlichen Organismus 
gewährleisten. Hierzu gehört neben einer hohen Widerstandsfähigkeit gegenüber Korrosion 
und Abrieb eine starke Belastbarkeit, um Kräften, die auf das Implantat ausgeübt werden, 
entgegenwirken zu können. Eine große Rolle spielt die chemische Zusammensetzung des 
Biomaterials, um eine gute Biokompatibilität zu gewährleisten und damit unerwünschte 
Gewebereaktionen zu vermindern [Long & Rack 1998]. Die Biokompatibilität beschreibt 
hierbei die Wirkung des implantierten Materials auf den menschlichen Körper und 
umgekehrt. Als gut biokompatibel gilt ein Material, welches nicht toxisch wirkt und weder 
eine inflammatorische noch eine allergische Reaktion auslöst [Sáenz de Viteri & Fuentes 
2013]. Sind diese optimalen Voraussetzungen jedoch nicht gegeben, kann es bei Kontakt mit 
Körperflüssigkeiten und Körpergeweben zu einer Adhäsion von Thrombozyten auf der 
Implantatoberfläche mit Ausbildung von Thromben kommen [Gorbet & Sefton 2004]. Ein 
weiteres Problem ist die Besiedlung des Biomaterials mit Fibroblasten, welche zusammen mit 
anderen inflammatorischen Zellen eine Implantatlockerung verursachen können [Santavirta et 
al 1992]. Wie stark ein Implantat in einem Knochen verankert wird, ist außerdem von seiner 
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Fähigkeit zur Osseointegration abhängig. Das Ausmaß dieser Osseointegration ist dabei 
abhängig vom Einfluss eines Biomaterials auf die quergestreifte Muskulatur. Wird die 
Mikrozirkulation des Skelettmuskels verschlechtert, hat dies einen sehr ausgeprägten Effekt 
auf den angrenzenden Knochen und seinen Stoffwechsel: Es können Osteonekrosen 
begünstigt und eine ossäre Integration verschlechtert oder sogar verhindert werden [Kraft et al 
2003]. 
 
1.2 Titan als Prothesenmaterial 
Titan ist ein chemisches Element mit dem Symbol Ti und der Ordnungszahl 22. Im 
Periodensystem steht es in der vierten Nebengruppe und gehört zu den Übergangsmetallen. 
Zu seinen Merkmalen zählen neben einer geringen Dichte eine hohe Festigkeit bei geringem 
Gewicht sowie gute plastische und mechanische Charakteristika. Außerdem ist es gut 
biokompatibel und besitzt eine hohe Korrosionswiderstandsfähigkeit [Sáenz de Viteri & 
Fuentes 2013]. Aufgrund dieser Eigenschaften findet Titan u.a. in der Luftfahrt-, Automobil- 
und Schifffahrtsindustrie breite Anwendung und spielt darüber hinaus eine große Rolle in der 
Medizin. Hier kommt es u.a. als Bestandteil von Zahnersatzprothesen, als 
Knochenersatzmaterial, in Form von ausdehnbaren Käfigen zur intrakorporalen Versorgung 
von Wirbelkörperfrakturen sowie als Platten- und Schraubenmaterial in der operativen 
Therapie von z.B. Blow-Out-Frakturen zum Einsatz und ist außerdem ein wesentlicher 
Bestandteil in künstlichen Gelenksersatzmaterialien [Sáenz de Viteri & Fuentes 2013, Eschler 
et al 2014, Lee KM et al 2014].  
 
1.3 Implantatinfektionen 
1.3.1 Epidemiologie und klinische Problematik 
Bei der Prothesenimplantation besteht - wie auch bei jeder anderen Operation - die Gefahr 
verschiedener Komplikationen, wobei in ca. 11% die Notwendigkeit eines erneuten Eingriffes 
mit Prothesenwechsel besteht [Militz & Bühren 2010]. Die häufigste Ursache hierfür stellt die 
aseptische Lockerung dar, gefolgt von einer Instabilität des Implantates und der 
Protheseninfektion [Ulrich et al 2008]. Die periprothetische Infektion stellt dabei eine der 
schwersten Komplikationen in der Endoprothetik und bei Implantaten allgemein dar. Die 
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Infektionsrate bei Gelenksersatzoperationen liegt zwischen 0,5 und 2%, wobei ihre Inzidenz 
bei Patienten mit Vorerkrankungen und nach Revisionseingriffen auf bis zu 5% steigt. Bei 
Patienten, bei denen eine Reimplantation aufgrund einer Infektion vorgenommen wurde, liegt 
die Wahrscheinlichkeit einer erneuten Infektion sogar bei 15-20% [Militz & Bühren 2010, 
Tiemann et al 2007, Frommelt 2004, Haaker et al 2004, Gaine et al 2000, Berbari et al 1998]. 
Ursächlich für die Infektion sind einerseits das Eintragen von Erregern über das 
Operationsteam während der Operation und andererseits eine hämatogene oder lymphogene 
Streuung. Zu den gesicherten Risikofaktoren gehören weiterhin der Endoprothesenwechsel 
sowie eine vorbestehende maligne Erkrankung. Als wahrscheinliche Risikofaktoren gelten 
u.a. Vorerkrankungen wie die rheumatoide Arthritis und der Diabetes mellitus sowie ein 
erhöhtes Körpergewicht und ein hohes Lebensalter [Militz & Bühren 2010, Friesecke & 
Wodtke 2008]. Zu den häufigsten Erregern bei Implantatinfektionen zählen  
koagulase-negative Staphylokokken (30-40%), gefolgt von Staphylococcus aureus (12-25%) 
sowie Streptokokken (10%) und Enterokokken (3-7%). Polymikrobielle Infektionen treten in 
etwa zehn Prozent der Fälle auf [Zimmerli & Moser 2012, Sendi et al 2011, Del Pozo & Patel 
2009, Pandey et al 2000].  
Eine periprothetische Infektion ist nicht immer leicht zu diagnostizieren, da es kein 
eindeutiges Leitsymptom gibt. Sie kann asymptomatisch verlaufen, nur gelegentlich Schmerz 
verursachen oder aber auch zu einer Fistelbildung und zu großflächigen Wunddehiszenzen 
führen, in seltenen Fällen sogar zu einem hochakuten, septischen und lebensbedrohlichen 
Krankheitsbild [Friesecke & Wodtke 2008]. Hinweise in der Anamnese sind 
Wundheilungsstörungen und eine verlängerte Antibiotikagabe postoperativ sowie häufige 
Revisionseingriffe. Auch Informationen über vorausgegangene, von der Endoprothese 
unabhängige Operationen, Zahnbehandlungen oder Fieberschübe können zu der 
Diagnosefindung beitragen. Zu den diagnostischen Mitteln zählen die Gelenkspunktion zum 
Erregernachweis oder als Ausschlussdiagnostikum sowie der Nachweis erhöhter CRP- und 
Leukozyten-Werte im Blut und eine erhöhte BSG. Ein Nativröntgenbild ist diagnostisch und 
zur Operationsplanung unerlässlich, zeigt jedoch nur in sehr wenigen Fällen  
typische, Infekt-bedingte, heterotope Ossifikationen [Militz & Bühren 2010, Friesecke & 
Wodtke 2008].   
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Eine Implantatinfektion hat zumeist einen Revisionseingriff mit einem zweizeitigen 
Implantat-Wechsel sowie ein radikales Wunddebridement zur Folge. Eine erneute Operation 
ist für die Patienten jedoch im Vergleich zu einer primären Endoprothesenimplantation mit 
häufiger auftretenden Komplikationen verbunden. Dazu zählen neben einem erhöhten 
Blutverlust während der Operation auch postoperativ vermehrte Komplikationen wie 
häufigere Infektionen, längere Krankenhausaufenthalte und höhere Kosten sowie eine längere 
Bewegungseinschränkung und insgesamt ein schlechteres Outcome [Pulido et al 2008, Bozic 
et al 2005, Gaine et al 2000, Segawa et al 1999]. Dies konnte insbesondere bei älteren 
Patienten gezeigt werden, bei denen darüber hinaus eine höhere Mortalitäts-Inzidenz bestand 
[McGarry et al 2004]. 
 
1.3.2 Biofilm - Entstehung und Aufbau 
Die Therapie von Implantatinfektionen stellt sich häufig als sehr problematisch dar. Dies 
beruht u.a. auf der Eigenschaft vieler Bakterien einen Biofilm auszubilden,  
welcher komplexe Ansammlungen von mikrobiellen Zellen auf Fremdkörpern und 
natürlichen Oberflächen darstellt, umgeben von einer extrazellulären Matrix [Sawhney & 
Berry 2009]. Der Biofilm entsteht, wenn sich Proteine an einer Implantatoberfläche anheften 
(Abb. 3A) und die Voraussetzung dafür schaffen, dass sich daraufhin Bakterien auf dem 
Implantat ablagern können (Abb. 3B). Diese adhärenten Bakterien proliferieren und 
rekrutieren weitere Mikroorganismen aus ihrer Umgebung (Abb. 3C). Essentiell für die 
Entstehung eines Biofilms ist die Ausbildung einer extrazellulären Matrix, welche gebildet 
wird, wenn die Bakterienkolonie eine bestimmte Größe erreicht und durch Veränderung ihres 
Genexpressionsmusters Gene aktiviert und exprimiert, die Informationen über die Produktion 
dieser extrazellulären, polymeren Substanz beinhalten (Abb. 3D). Reguliert wird dieser 
Vorgang über das sogenannte „Quorum Sensing“, der Fähigkeit von Bakterien mittels 
chemischer Kommunikation die Zelldichte ihrer Population zu messen. Die Matrix besteht 
vor allem aus Polysacchariden, Proteinen und DNA und besitzt viele kleine Kanäle, über die 
Bakterien Signalmoleküle und Genmaterial austauschen können, wobei durch 
Genrekombination Antibiotikaresistenzen entstehen können. Durch einen behinderten 
Sauerstoff- und Nährstofftransport innerhalb der Matrix verändert sich außerdem der 
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Stoffwechsel der Bakterien. Aus der Gesamtheit dieser Vorgänge resultiert eine wesentlich 
geringere Sensibilität des Biofilms gegenüber körpereigenen Abwehrmechanismen oder 
antibiotischen Substanzen, die mit dem normalen Stoffwechsel der Bakterien interferieren. 
Mit Größenzunahme des Biofilms ist zudem eine Absiedlung einzelner Bakterien und 
Bakterienkolonien möglich (Abb. 3E), welche sich nun im Körper verteilen sowie zu einer 
Chronifizierung der Infektion mit immer wiederkehrenden Bakteriämien führen können 
[Knetsch & Koole 2011, Høiby et al 2010, Hall-Stoodley & Stoodley 2009].  
 
 
Abb. 3: Phasen der Biofilmbildung: Nachdem sich körpereigene Proteine an der Oberfläche 
eines Implantates abgesiedelt haben (A), bieten sie frei schwimmenden Bakterien eine gute 
Grundlage um sich dort abzulagern (B). Die Bakterienkolonie wächst (C) und produziert eine 
extrazelluläre, polymere Matrix, welche den Hauptbestandteil des Biofilms ausmacht (D). 
Nun können sich einzelne Bakterien aus dem Verbund lösen und sich anderorts erneut 
ablagern (E) [Abbildung modifiziert nach Knetsch & Koole 2011]. 
 
1.3.3 Körpereigene Immunabwehr-Mechanismen 
Leukozyten-Endothelzell-Interaktion  
Bei einer Infektion und ebenso als Reaktion auf einen Fremdkörper reagiert der menschliche 
Körper mithilfe eigener physiologischer Abwehrmechanismen, u.a. der Aktivierung von 
Leukozyten und dessen Interaktion mit dem Gefäßendothel. Leukozyten zirkulieren im 
inaktiven Status ununterbrochen im Blutkreislauf (Abb. 4A). Sie werden auf bestimmte Reize 
hin, wie z.B. im Rahmen eines Gewebetraumas, einer Entzündung oder einer Infektion, 
aktiviert und können in das betroffene Interstitium eindringen [Kiefel & Müller-Eckhardt 
2010]. Dieser Vorgang wird als Leukozyten-Endothelzell-Interaktion bezeichnet und verläuft 
in drei Phasen. Dabei erfolgt zunächst eine Aktivierung der angrenzenden Endothelzellen, 
vermittelt über inflammatorische Zytokine [Frenette 2002]. Die Leukozyten binden nun über 
B A C D E 
adhärente Bakterien freie Bakterien 
Proteine Bakterien in extrazellulärer Substanz 
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Adhäsionsmoleküle, den sogenannten Selektinen, an den Endothelzellen, wobei Leukozyten 
vorwiegend L-Selektine, die Endothelzellen P- und E-Selektine auf ihrer Oberfläche 
exprimieren [Hoffmann et al 1997]. Durch diese temporäre Interaktion, mit noch geringer 
Affinität zueinander, beginnen die Leukozyten am Endothel entlang zu rollen (Abb. 4B). 
Durch Überwindung von Scherkräften und eine permanente Bindung an Integrinen kann ein 
sogenanntes „Sticking“ erfolgen, d.h. ein festes Anhaften der Leukozyten an das 
Gefäßendothel (Abb. 4C). Dieser Vorgang der Transduktion vom Rollen zur Adhärenz wird 
über eine starke Bindung zwischen ß2-Integrinen auf Seiten der Leukozyten und den 
endothelialen, intrazellulären Adhäsionsmolekülen ICAM-1 und -2 aus der Familie der 
Immunglobine vermittelt [Anbarasan et al 2015, Hoffmann et al 1997]. Durch die Fähigkeit 
der Endothelzellen, ihre Verbindung zur Basalmembran zu trennen, können die Leukozyten 
nun den Intravasalraum verlassen und mithilfe von Pseudopodien in das Gewebe einwandern 
(Abb. 4D). Diese letzte Phase der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion wird als Diapedese 
oder Transmigration bezeichnet [Kiefel & Müller-Eckhardt 2010, Hoffmann et al 1997]. 
 
 
Abb. 4: Ablauf der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion: A: Frei fließende Leukozyten; B: 
Rollende Leukozyten; C: Adhärente Leukozyten; D: Transmigrierende Leukozyten 
[Abbildung modifiziert nach Panés et al 1999]. 
 
Extravasation und Mikrozirkulation  
Transmigrierende Leukozyten bekämpfen jedoch nicht nur eine Infektion, sondern können 
ebenso über die Freisetzung von proteolytischen Enzymen wie z.B. Elastasen, Kollagenasen 
und Gelatinasen die extrazelluläre Matrix angreifen und zur Schädigung der mikrovaskulären 
Struktur und des Gewebes führen [Di Paola & Cuzzocrea 2007]. Diese enzymatische 
Schädigung sowie die feste Verbindung zwischen Leukozyten und Endothelzellen führen zu 
einem Verlust der endothelialen Integrität, wodurch Makromoleküle von intravasal nach 
A B C D 
Endothelzelle Leukozyt Adhäsionsmoleküle 
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extravasal austreten und den osmotischen Druck verändern. Aus dieser erhöhten 
mikrovaskulären Permeabilität resultiert nun eine erhöhte Flüssigkeits-Extravasation mit der 
Ausbildung eines Ödems, wodurch die Gewebe-Perfusion und somit ebenso seine 
Oxygenierung abnehmen [Hoffmann et al 1997].   
Die lokale Mikrozirkulation der arteriellen, venösen und lymphatischen Kapillaren spielt eine 
wesentliche Rolle in der Versorgung und Entsorgung des Zellstoffwechsels und sorgt somit 
für eine intakte Zellernährung. Ist die mikrozirkulatorische Situation durch körpereigene 
Abwehrmechanismen jedoch gestört, ergibt sich daraus ein verminderter Stoffwechsel und 
eine ungenügende ATP-Bildung. Durch die dadurch aktivierte anaerobe Glykolyse fällt im 
Gewebe vermehrt Milchsäure an, was zu einer lokalen Azidose u.a. mit Reizung der 
Nozizeptoren und somit zur Schmerzempfindung führt [Ostermeier & Dickreiter 2014].  
Die beschriebenen Mechanismen der körpereigenen Immunantwort dienen somit einerseits 
der Abwehr von z.B. Implantat assoziierten Erregern, andererseits können sie im 
Zusammenhang mit Implantatmaterialien mit schlechter Biokompatibilität zu 
Wundheilungsstörungen sowie zu einer erhöhten lokalen Infektanfälligkeit führen und sich 
außerdem negativ auf die Implantat Integration auswirken. 
 
1.3.4 Therapie und Prävention  
Da periprothetische Infektionen zu einer Sepsis oder Desintegration des Implantates führen 
können, ist eine schnelle und präzise Diagnostik mit anschließender effektiver Therapie von 
essentieller Bedeutung. Dabei stehen in Abhängigkeit des allgemeinen Gesundheitszustandes 
und des Immunstatus des Patienten, der bisherigen Dauer der Symptomatik und des 
infizierenden Mikroorganismus sowie abhängig von möglicherweise vorherigen 
Implantatinfektionen mehrere Therapieoptionen zur Verfügung [Parvizi et al 2012, Song et al 
2013]. Hierbei stellt die alleinige intravenöse Antibiotikatherapie eine Möglichkeit dar, 
insbesondere bei inoperablen Patienten und bei einem sehr hohen OP-Risiko. Die Auswahl 
des antibiotischen Therapieregimes ist dabei von vielen Faktoren, wie u.a. der Dauer und der 
Pathogenese der Infektion und von den Erregertypen abhängig. Dem gegenüber stehen 
reoperative Maßnahmen, wie einerseits die Spülung der Wundfläche zusammen mit einem 
radikalen Debridement und Belassen der implantierten Prothese intrakorporal sowie 
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andererseits ein Prothesenwechsel. Der Prothesenaustausch kann dabei entweder einzeitig 
oder zweizeitig mit temporärer Einlage eines antibiotisch beschichteten Materials 
durchgeführt werden. Als ultima ratio können eine Arthrodese oder sogar eine Amputation 
erwogen werden [Parvizi et al 2012, Trampuz & Widmer 2006]. 
Um einer Infektion jedoch schon initial vorzubeugen, werden heutzutage verschiedene 
präventive Maßnahmen in der Praxis durchgeführt. Aufgrund der Annahme, dass etwa 60% 
der periprothetischen Infektionen intraoperativ infolge mangelnder Hautdesinfektion und 
kontaminierter chirurgischer Instrumente erfolgen, spielt ein streng steriles Arbeiten eine 
entscheidende Rolle [Dancer et al 2012, Song et al 2013]. Einen ebenso effektiven Baustein 
der Prävention stellt die antimikrobielle Prophylaxe dar, welche schon intraoperativ begonnen 
werden sollte. Als Mittel der Wahl gelten dabei Cephalosporine der 1. oder 2. Generation 
[Song et al 2013, Marculescu & Osmon 2005, Rodriguez-Merchan 2012]. Antibiotisch 
wirksamer Zement sowie speziell beschichtetes Implantatmaterial können ebenfalls zu einer 
Reduktion der Implantat-Infektionsrate führen [Song et al 2013, Schmidmaier et al 2006, 
Langlais et al 2006]. Sogenannte „active release strategies“, also die Freisetzung antibakteriell 
wirksamer Substanzen von der Implantatoberfläche spielen dabei eine wesentliche Rolle, da 
sie die Inzidenz von Implantatinfektionen senken können, indem sie die mikrobielle 
Besiedlung von Fremdmaterialien schon initial verhindern. Ist es nämlich schon zu der 
Ausbildung eines bakteriellen Biofilms gekommen, ist eine konservative Therapie mittels 
intravenöser Antibiose meist nicht mehr vielversprechend [Hetrick & Schoenfisch 2006]. Als 
Beschichtung kommen dabei einerseits indirekt antimikrobiell wirksame Substanzen wie 
Antikörper zum Einsatz, welche über den Vorgang der Opsonierung Bakterien für das 
körpereigene Immunsystem markieren und so zu deren Phagozytose führen. Auf der anderen 
Seite werden direkt antimikrobiell wirksame Substanzen verwendet, zu denen 
Stickstoffmonoxid (NO) gehört, welches als starkes Oxidationsmittel bakterielle DNA 
irreversibel schädigen kann. Ebenfalls direkt wirksam sind Antibiotika wie z.B. Gentamicin, 
Vancomycin oder Cephalothin, welche den Vorteil besitzen, nur lokal in hohen Dosen 
freigesetzt zu werden, ohne dabei ihr systemisches Toxizitätslevel zu übersteigen. Ihr Nachteil 
liegt jedoch in ihren oft sehr spezifisch wirksamen Eigenschaften mit limitierter Wirksamkeit 
gegenüber bestimmten bakteriellen Stämmen [Harrasser & Harnoss 2012,  
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Hetrick & Schoenfisch 2006]. Daher kommen auch antimikrobiell wirkende Metalle wie z.B. 
Kupfer, Zink oder Gold sowie außerdem Silber als bakterizide Oberfläche von Prothesen und 
Implantatmaterialien allgemein zur Anwendung [Harrasser & Harnoss 2012, Arciola et al 
2011, Hetrick & Schoenfisch 2006]. 
 
1.4 Silber als antimikrobielles Agens 
1.4.1 Silber als chemisches Element 
Silber ist ein Edelmetall mit dem chemischen Symbol Ag, abgeleitet aus dem lateinischen 
Wort argentum für „Silber“. Es besitzt die Ordnungszahl 47 und steht im Periodensystem in 
der 5. Periode und der 1. Nebengruppe und gehört somit zu den Übergangsmetallen.   
Silber besitzt unter den Metallen die größte elektrische und auch thermische Leitfähigkeit und 
ist außerdem weich und so gut verformbar, dass es sich zu feinsten Folien mit einer Dicke von 













 weniger löslich und 
weniger antimikrobiell wirksam sind [Edwards-Jones 2009]. 
 
1.4.2 Geschichte der medizinischen Anwendung von Silber 
Silber war schon in der Antike nicht nur als edles Metall sehr beliebt, sondern fand ebenso in 
der Medizin, u.a. in der Behandlung von Infektionen, insbesondere chirurgischer Infektionen, 
Anwendung. Obwohl seine Bedeutung mit der Einführung der Antibiotika abgenommen hat, 
spielt es dennoch bis heute eine große Rolle [Alexander 2009, Edwards-Jones 2009].  
Schon in den alten Kulturen der Ägypter, Griechen und Römer in den Jahrhunderten vor 
Christus wurden Silbergefäße genutzt, um Lebensmittel und Wasser zu konservieren. Die 
Makedonier verwendeten Silber darüberhinaus zur Verbesserung der Wundheilung und 
Hippokrates (460v.Chr. - 370v.Chr.) außerdem zur Behandlung von Ulzera. Die ersten 
sicheren Erwähnungen der medizinischen Anwendung von Silber-Nitrat stammen aus den 
Jahren 702 - 705n.Chr. von Gabor sowie 980n.Chr. von dem persischen Arzt Avicenna, 
welche es u.a. in der Vorbeugung von Palpitationen und zur Behandlung von Mundgeruch 
einsetzten [Alexander 2009]. Anfang des 17ten Jahrhunderts therapierte Angelo Sola die 
Epilepsie und Cholera mithilfe der systemischen Anwendung von Silber-Nitrat  
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[Edwards-Jones 2009].  
Im Laufe der Zeit erweiterten sich die medizinischen Anwendungsgebiete des Edelmetalls 
immer weiter. Im Jahre 1852 beispielsweise behandelte der Amerikaner Dr. J. Marion Sims 
vesiko-vaginale Fisteln, indem er diese mit feinen Silber-Drähten als Nahtmaterial verschloss. 
Zur Harnableitung während des Heilungsprozesses benutzte er Harnblasen-Katheter, welche 
ebenfalls aus Silber gefertigt waren. Eine der wohl bekanntesten Anwendungen von Silber 
stammt von dem deutschen Gynäkologen Dr. Carl Siegmund Franz Crede aus den 1880er 
Jahren, welcher Silber-Nitrat erfolgreich als Augentropfen zur Prävention der Ophthalmia 
neonatorum einsetzte, was bis zur Einführung der Antibiotika das präventive Mittel der Wahl 
darstellte [Alexander 2009, Schneider 1984, Klasen 2000]. Auch andere ophthalmologische 
Erkrankungen wie Kornealulzera, Dakryozystitiden oder Blepharitiden wurden mithilfe von 
Silber therapiert [Roe 1915]. 
 
1.4.3 Silber-Anwendungsformen 
Es gibt verschiedene Verwendungsformen von Silber, welche unterschiedlich gut 
antibakteriell wirksam sind. Metallisches Silber ist inert und ionisiert erst in Verbindung mit 
Flüssigkeiten von Wunden oder der Feuchtigkeit der Haut, wodurch es über Bindung von 
Gewebeproteinen und Interaktion mit Zellbestandteilen von Bakterien wirkt. Silber-Salze 
hingegen sind Verbindungen von positiv-geladenen Ag
+
-Ionen mit negativ-geladenen Ionen, 
wodurch eine stabilere Applikationsform entsteht. Die meist gebrauchte Silber-Salz-Lösung 
ist dabei eine 0,5%ige Ag-Nitrat-Lösung, welche vor allem topisch zur Therapie von 
Verbrennungen eingesetzt wird. Darüber hinaus gibt es Verbindungen von Silber mit anderen, 
selbst antibiotisch wirkenden Substanzen wie dem Sulfadiazin, einem Antibiotikum aus der 
Gruppe der Sulfonamide. Diese Silber-Verbindung besitzt ein breites antibiotisches Spektrum 
und bietet ein Ag-Reservoir aus dem kontinuierlich Ag
+
-Ionen freigesetzt werden [Rai et al 
2009, Atiyeh et al 2007]. Eine weitere Form von Silber ist das Nanosilber. Dies sind 
Nanopartikel mit einer Größe von unter 100nm, welche aus 20-15.000 Silberatomen bestehen 
[You et al 2012]. 
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1.4.4 Wirkmechanismus von Ag
+
-Ionen 
Die bakterizide Wirkung von Silber wird vorrangig über hoch reaktive Silber-Ionen (Ag
+
) 
vermittelt, die zelluläre Prozesse innerhalb der Bakterien stören bzw. unterbrechen [Morones-
Ramirez et al 2013, Atiyeh et al 2007]. Entscheidend ist der Anteil der freigesetzten  
Ag
+
-Ionen, welcher abhängig von der Oberfläche des Silbers und direkt proportional zur 
antibakteriellen Wirkung ist [Danscher & Locht 2010, Schierholz et al 1998]. 
 
 
Abb. 5: Antibakterieller Wirkmechanismus von Silber [Abbildung modifiziert nach Knetsch 
& Koole 2011]. 
 
Von einer Silberoberfläche freigesetzte Ag
+
-Ionen binden u.a. an der bakteriellen DNA und 
RNA, wodurch Translations- und Transkriptionsprozesse von Enzymen gestört werden. 
Außerdem binden sie an Sulfhydryl- und Phosphoryl-Gruppen von Membranproteinen der 
Bakterien, wobei sie diese inaktivieren und zu einer Aggregation der Proteine führen (Abb. 5 
A&B). Die Kumulation der Ionen an negativ geladenen Proteinen der Zellmembran führt zu 
einer erhöhten Permeabilität der Zellmembran bis hin zur Perforation dieser und zu einem 
Austritt von Zellkomponenten. Infolge dieser Vorgänge sowie durch vermehrt anfallende 
reaktive Sauerstoffspezies werden der Zellstoffwechsel und die Zellfunktion gestört, was 
schlussendlich zum Zelltod der Bakterien führt. Der genaue Wirkmechanismus ist jedoch 
bisher noch nicht vollständig geklärt und bedarf weiterer Untersuchungen [Lee et al 2014, 
Morones-Ramirez et al 2013, Gordon et al 2010, Knetsch & Koole 2011, Li et al 2010,  
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Atiyeh et al 2007, Lansdown 2006]. Der optimale antibiotische Effekt liegt dabei bei einer 
Ag
+









Die vorliegende Studie untersucht die Gewebekompatibilität einer neuartigen TiAg-
Verbundbeschichtung. Dabei wurden im Rückenhautkammer-Modell spezielle Folien auf den 
Skelettmuskel der Maus implantiert. Um mögliche Auswirkungen und insbesondere auch 
Unterschiede der TiAg-Verbundbeschichtung zu reinem Titan festzustellen, wurden sowohl 
reine Ti- als auch TiAg-Implantate mittels IVM hinsichtlich folgender Fragestellungen 
untersucht: 
 
1. Welchen Einfluss hat die TiAg-Beschichtung auf die Mikrozirkulation der 
Skelettmuskulatur? 
a) Wie werden mikrozirkulatorische Parameter beeinflusst? 
b) Verursacht die TiAg-Beschichtung Endothelschäden? 
2. Bewirkt die TiAg-Beschichtung eine mögliche inflammatorische Reaktion? 
a) Welches Ausmaß hat die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion? 
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3 Material und Methodik 
3.1 Versuchstiere 
In der vorliegenden Studie wurden sowohl gesunde männliche 
als auch weibliche C57BL/6J sowie  
C57BL/6J Tyr-Mäuse im Alter von zwei bis fünf Monaten und 
einem Körpergewicht von 25-35g verwendet. Die Tiere 
wurden einzeln, mit freiem Zugang zu Wasser und Futter im 
Rudolf-Zenker-Institut für Experimentelle Chirurgie der Universitätsmedizin Rostock 
gehalten. Dabei herrschte in einem klimatisierten Raum ein zwölf Stunden 
Tag/Nachtrhythmus. Die Versuche waren gemäß des Tierschutzgesetzes §8 genehmigt und 
standen unter Aufsicht des zuständigen Tierschutzbeauftragten.  
 
3.2 Implantatmaterial 
3.2.1 CGS Medical GmbH 
In dieser Studie wurde eine neuartige TiAg-Verbundbeschichtung getestet, deren 
Wirkmechanismus auf der „active release strategy“ (s. Einleitung) beruht und bei Implantaten 
jeglicher Art zum Einsatz kommen soll. Die bei den Versuchen verwendeten Test-Folien 
(Implantate) wurden durch die Firma CGS Medical GmbH (Karlstadt, Deutschland, 
www.cgsmedical.de, T. Zufraß, J. Huber) hergestellt, mit der die vorliegende Studie in 
Kooperation durchgeführt wurde.  
 
3.2.2 Herstellung der Implantate 
Im Modell der Rückenhautkammer wurden zwei verschiedene Implantate verglichen: Zum 
einen ein reines kommerzielles Ti-Implantat und zum anderen ein identisches Ti-Implantat 
mit einer zusätzlichen TiAg-Verbundbeschichtung, welche mittels physikalischer 
Gasphasenabscheidung (PVD = engl. physical vapor deposition) aufgebracht wurde (Abb. 7). 
Bei diesem Verfahren wurden zunächst kreisförmige Proben (3 mm Durchmesser x 0,1mm 
Dicke) aus einer kommerziellen Titan-Folie (99,995% Ti) gestanzt. Die Plättchen wurden nun 
mithilfe einer Ultraschall-Reinigungs-Anlage mit einer alkalischen Reinigungslösung 
gereinigt, mit reinem deionisierten Wasser gespült und durch einen Vakuum-Trockner 
Abb. 6: C57BL/6J Tyr Maus 
3 Material und Methodik  
24 
 
getrocknet. Im direkten Anschluss wurden die Proben mittels einem PVD-System Typ Z700 
(SVS, Deutschland; Abb. 7 A) mithilfe zweier UBM-Quellen (UBM = unbalancierte-
Magnetron-Kathodenzerstäubung) beschichtet, einer Ti- und einer Ag-Quelle (Abb. 7 B). Die 
Proben rotierten dabei zwischen diesen beiden Quellen mit einer Frequenz von 0,33Hz.  
 
 
Abb. 7: Herstellung der Implantate mittels physikalischer Gasphasenabscheidung (A & B) 
und Größenverhältnis eines fertigen Implantates im Vergleich zu einer ein Euro Cent Münze 
(C) [CGS Medical GmbH, Thorsten Zufraß]. 
 
Die Vorsäuberung wurde mittels eines dc-gepulsten (1000V/60kHz) Argon Plasma  
(1 E-2mbar) durchgeführt. Nach dem Reinigungsschritt folgte der Beschichtungsvorgang mit 
Argon als Zerstäubungsgas bei einem Druck von 4,2 E-3mbar mit einer Leistung an der  
Ti-Quelle von 4kW, welche im Verlauf auf 2kW gesenkt wurde sowie einer ansteigenden 
Leistung an der TiAg-Quelle von 0kW auf 4kW. Die finale TiAg-Verbundbeschichtung besaß 
einen Ag-Gehalt von etwa 70Gew%. Dieser Wert wurde an der Oberfläche der Implantate 
mittels energiedispersiver Röntgenanalyse (EDA) analysiert. Jedes Implantat wurde 












3 Material und Methodik  
25 
 
3.3  Experimentelles Protokoll 
Die Versuchstiere wurden in dieser Studie randomisiert in drei Gruppen aufgeteilt: In der 
Kontrollgruppe (Kon, n=7) erhielten die Mäuse kein Implantat, in der Titangruppe (Ti, n= 6) 
hingegen ein reines Ti-Implantat. Versuchstieren der Titan-Silber-Gruppe (TiAg, n=7) 






Abb. 8: Schematische Darstellung des zeitlichen Versuchsablaufs. Zunächst wurde die 
Rückenhautkammer präpariert (RKP). Dies erfolgte drei Tage (d-3) vor der Implantation 
(Impl) der Ti- und TiAg-Implantate am Tag Null (d0). Die IVM-Aufnahmen (IVM) erfolgten 
im direkten Anschluss an die Implantation (d0) und eine Stunde danach (1h) sowie an den 
Tagen eins (d1), drei (d3) und sieben (d7) nach Implantation. 
 
Der Versuch erstreckte sich über einen Zeitraum von insgesamt elf Tagen und begann mit der 
Rückenhautkammer-Präparation (RKP) am Tag d-3 (Abb. 8), wobei an diesen Tagen 
randomisiert Mäuse aller drei Versuchsgruppen präpariert wurden. Nach einer dreitägigen 
Erholungspause erfolgte an d0 die Implantation (Impl) der Implantate, woraufhin sich im 
direkten Anschluss die erste und nach einer Stunde (1h) die zweite intravitalmikroskopische 
Aufnahme (IVM) mehrerer Beobachtungsareale der Rückenhautkammer sowie eine 
makroskopische Übersichtsaufnahme des Beobachtungsfensters der Rückenhautkammer 
anschloss. Beide Untersuchungen wurden an den Tagen eins (d1), drei (d3) und sieben (d7) 
nach Implantation wiederholt. Am Ende des Versuchszeitraums wurde den Tieren unter 
Narkose Blut entnommen, daraufhin erfolgte die Tötung mithilfe einer Überdosis der 
Narkotika Ketamin und Xylazin. Die Implantate wurden entnommen, in Isopropanol gelagert 
und hinsichtlich der Intaktheit ihrer Oberfläche mithilfe eines EDA Detektors (EDAX mit 
Iridium Ultra Software) durch die Firma CGS Medical GmbH analysiert. Im letzten 
Arbeitsschritt erfolgte eine histologische Asservierung des Rückenhautkammer-Gewebes.  
  IVM 
d-3 d0 d1 1h d3 d7 
RKP Impl 
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3.4  Modell der Rückenhautkammer 
3.4.1 Das Rückenhautkammer-Modell 
In dieser Studie wurde das Modell der Rückenhautkammer verwendet, welches ein 
Standardverfahren für in vivo Studien zur Analyse mikrozirkulatorischer sowie 
inflammatorischer Parameter darstellt. Erste Erfahrungen und Versuche mit einem derartigen 
Verfahren konnte Sandison 1924 sammeln, indem er eine transparente Beobachtungskammer 
in Ohren von Ratten implantierte [Sandison 1924, Sandison 1928]. Algire wiederum wandte 
eine weiterentwickelte Methode 1943 das erste Mal erfolgreich an der Rückenhaut von 
Mäusen an [Algire 1943]. Bis heute hat sich diese mikrochirurgische Präparationstechnik 
weiter verbessert und kommt mittlerweile bei Ratten [Papenfuss et al 1979], 
immunkompetenten Mäusen [Cardon et al 1970], Nacktmäusen [Lehr et al 1993] sowie 
Hamstern [Endrich et al 1980] zum Einsatz. Mithilfe der Rückenhautkammer ist es über 
intravitalmikroskopische Aufnahmen möglich, mikrozirkulatorische und inflammatorische 
Veränderungen über einen kontinuierlichen Zeitraum von einigen Wochen an lebenden, 
wachen Tieren zu beobachten [Menger et al 2002].  
 
 
Abb. 9: Schema der verschiedenen Schichten der Rückenhautkammer. Dargestellt sind das 
Kammer-Gestell, Cutis und Subcutis, Musculus panniculus carnosus sowie der 
Retraktormuskel. Das Deckglas wurde mithilfe eines Sprengringes (S) fixiert [Abbildung 
modifiziert nach Laschke et al 2011]. 
 
Die Rückenhautkammer ist während des gesamten Versuchszeitraumes über ein abnehmbares 
Deckglas zugänglich, wodurch Implantate oder Transplantate zu jeder Zeit platziert oder 
entfernt werden können. Aufgebaut ist die Rückenhautkammer aus Cutis, Subcutis mit 
Deckglas S S 
M. panniculus carnosus 
Retraktormuskel 
Retraktormuskel 
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Musculus panniculus carnosus sowie Retraktormuskel (Abb. 9) zweier aufeinander platzierter 
Hautfalten. Ein Teil einer Hautfalte wird in einer Größe, die dem späteren Beobachtungsfeld 
entspricht, mit all seinen drei Schichten inklusive Retraktormuskel der gegenüberliegenden 
Hautfalte entfernt. Die Intravitalmikroskopie beinhaltet somit Aufnahmen von Gefäßen des 
quergestreiften Musculus panniculus carnosus. 
 
3.4.2 Anästhesie 
Zur Anästhesie der Versuchstiere wurden Ketamin (90mg/kg KG) und Xylazin (25mg/kg 
KG) verwendet. Die Narkoselösung bestand aus einer 10%igen Stammlösung Ketamin 
(100mg/ml, Bela-pharm®) und einer 2%igen Stammlösung Xylazin (20mg/ml, Rompun®, 
Bayer), welche in einer 1ml Spritze im Mischverhältnis 3:1 (0,6ml Ketamin, 0,2ml Xylazin) 
hergestellt wurde. Sie diente sowohl zur Initialnarkose als auch zur Aufrechterhaltung der 
Anästhesie. Nach Ermittlung des Körpergewichts der Versuchstiere erfolgte die Anästhesie 
mittels einer intraperitonealen Injektion der Narkoselösung in einer dem Körpergewicht 
angepassten Dosierung (0,1ml/10kg KG). Anschließend wurden die Tiere mit einem 
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3.4.3 Präparation der Rückenhautkammer 
Die Rückenhautkammer besteht aus einer Vorder- und Hinterseite, welche beide aus Titan 
gefertigt und ca. 4g schwer sind (Abb. 10B). Die Hinterseite der Rückenhautkammer verfügt 
über drei Gewinde, über die beide Kammerteile mithilfe von drei Muttern fixiert werden. Zur 
Präparation der Hautschichten wurde mikrochirurgisches Operationsbesteck verwendet (Abb. 
10A). 
 
       1           2          3     4   5    6       7      8           1 2          3   4    5         6              7 
 
Abb. 10: Instrumente sowie Bestandteile und Utensilien zur Präparation der dorsalen 
Rückenhautkammer:  
A: Nadelhalter (1) und anatomische Klemme (2) zur Fixation der Schrauben der Hinterseite 
des Rückenhautkammer-Gestells, Schere (3) und Pinzette (4) zur Präparation des 
Hautdeckels, Mikropinzette (5) und Mikrofederschere (6) zur Präparation der 
Rückenhautkammer, Zange (7) zur Platzierung des Sprengringes sowie Schraubenzieher (8) 
zum Anziehen der Schrauben.   
B: Die Rückenhautkammer besteht aus einer Vorder- (1) und einer Rückseite (2), welche 
miteinander über insgesamt drei Schrauben (3) verbunden werden. Lediglich die Rückseite 
des Rückenhautkammer-Gestells wird mithilfe einer chirurgischen Nadel (6) und einem 3-0 
Prolenefaden (4) an der Rückenhaut der Maus angenäht. Nach dem Verschluss der 
präparierten Fläche mit einem Deckglas (7) wird dieses über einen Sprengring (5) fixiert. 
 
Nach der Vorbereitung des Operationsplatzes und des Versuchstieres wurde die Maus zur 
Erhaltung einer konstanten Körpertemperatur auf einer auf 37°C vorgeheizten Wärmeplatte 
platziert (Abb. 11A). Zum Schutz vor Austrocknung der Augen wurde Augensalbe 
aufgetragen (Bepanthen®, Bayer) und es folgte eine Desinfektion der enthaarten Haut 
(Octeniderm®, Schülke&Mayr). Danach wurde die Rückenhaut mittels zweier Haltefäden 
(Dermafil 4/0, Smi Ag) an einem Haltegestell so aufgespannt, dass die großen dermalen 
Gefäße beider Hautfalten nahezu parallel übereinander lagen. Dadurch wurde gewährleistet, 
A B 
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dass die Rückenhautkammer mittig platziert wurde, um im weiteren Verlauf des Versuches 
nicht nach lateral zu verrutschen. Überprüft wurde die Lage durch ein von hinten auf die 
Rückenhaut einfallendes Licht einer Schwanenhalslampe (KL 200, Leica), wodurch die 
Gefäße sichtbar wurden (Abb. 11B).   
 
 
Abb. 11: Arbeitsschritte der Präparation der dorsalen Rückenhautkammer: Zunächst wurde 
die Maus an den Stellen der Präparation und der Anlageflächen der Rückenhautkammer 
enthaart (A). Die Rückenhaut wurde nun mithilfe von zwei Haltefäden nach dorsal 
aufgespannt (B). Nach Anlage der Rückenhautkammer-Hinterseite erfolgte eine Fixation der 
durch die Haut präparierten Schrauben über jeweils eine anatomische Klemme (C). Im 
nächsten Schritt wurde das zu entfernende Hautareal markiert (D), dessen Präparation 
kreisrund erfolgte (E). Im finalen Präparationsschritt wurde das Bindegewebe bis zum M. 





3 Material und Methodik  
30 
 
Die Hinterseite der Rückenhautkammer wurde nun ebenfalls unter Gegenlichtkontrolle leicht 
kranial des Beckenkammes platziert, um während des Versuchszeitraumes Abschürfungen der 
Haut zu verhindern. Die Kammer-Rückseite wurde an ihrem Oberrand mit einem 3-0 
Prolenefaden mittels vierer Einzelknopfnähte so an der Haut fixiert, dass die oberste Schraube 
oberhalb der Rückenhaut der Maus verlief. Nachdem mit einer Präparierschere zwei 
Inzisionen in einem Sicherheitsabstand zu den Hauptstämmen der Gefäße geschaffen wurden, 
um diese nicht zu verletzen, konnten die beiden unteren Schrauben mit jeweils einer 
anatomischen Klemme fixiert werden (Abb. 11C). Der sich unter Gegenlicht nun 
abzeichnende Kreis entsprach dem zukünftigen Beobachtungsfenster und wurde mit einem 
Stift durch Punkte markiert (Abb. 11D). Nun konnten die Haltefäden gelöst werden und das 
Versuchstier wurde auf die Seite umpositioniert, sodass die zu präparierende Rückenhaut 
nach oben zeigte. Unter einem Stereomikroskop (M 651 MSD, Leica) erfolgte die Entfernung 
der Cutis, Subcutis sowie des oberen Musculus panniculus carnosus und beider 
Retraktormuskeln (Abb. 11E). Der untere Musculus panniculus carnosus wurde zur besseren 
Sicht bei den im Versuch folgenden intravitalmikroskopischen Aufnahmen vom übrig 
gebliebenen Bindegewebe befreit. Beide Arbeitsschritte erfolgten mithilfe von sterilem 
Mikrooperationsbesteck. Das final präparierte Beobachtungsfeld wurde mit einem 
Durchmesser von ca. 15mm bewusst etwas größer gewählt als das später tatsächliche 
Beobachtungsfeld von etwa 11mm Durchmesser (Abb. 11F). Dadurch wurden einerseits 
Kompressionen der Rückenhautkammer auf das darunter liegende Gewebe und somit einer 
schlechteren Durchblutung vorgebeugt und andererseits limitierte dies das Einwachsen von 
Granulationsgewebe in das Beobachtungsfenster, wodurch sonst im Verlauf die Sicht unter 
dem Intravitalmikroskop hätte behindert werden können. Während der gesamten Präparation 
wurde die Rückenhautkammer regelmäßig mit einer 0,9%igen NaCl-Lösung benetzt, um ein 
Austrocknen zu verhindern. Mikroblutungen wurden mittels feuchter Wattestäbchen und 
Kompressen gestillt. Im nächsten Schritt wurde die Vorderseite der Rückenhautkammer mit 
insgesamt drei Schrauben mit der Hinterseite fest verbunden. Es war sehr wichtig beim 
Anziehen der Schrauben mit dem Schraubenzieher darauf zu achten, dass diese nicht zu fest 
angezogen wurden, da ansonsten die Blutzufuhr in der Rückenhautkammer unterbrochen 
worden und das dortige Gewebe nekrotisiert wäre. Das Beobachtungsfenster wurde 
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schließlich nach erneuter Befeuchtung mit einem Deckglas lufteinschlussfrei verschlossen 
und mittels Sprengring fixiert. Sowohl Deckglas als auch Sprengring konnten während des 
gesamten Versuchszeitraums jederzeit abgenommen und gewechselt werden, wodurch ein 
Zugang zur Rückenhautkammer immer gewährleistet war. Die Dauer der Präparation betrug 
insgesamt in etwa 50 Minuten, danach erwachten die Tiere aus ihrer Narkose. Den Mäusen 
wurde nach der Rückenhautkammer-Präparation eine Erholungsphase von drei Tagen 
gegönnt, in der sie - wie auch über den gesamten Versuchszeitraum - ein normales Fress- und 
Orientierungsverhalten zeigten, was auf eine gute Verträglichkeit der Rückenhautkammer 
rückschließen lässt.  
 
3.4.4 Implantation der Ti- & TiAg-Implantate 
Die Implantation der einzeln steril verpackten Implantate erfolgte am Tag null, wobei diese 
mit einer Dicke von 0,1mm so gewählt waren, dass sie zu keiner mechanischen Behinderung 
der Mikrozirkulation führten. Nach Entfernung des Deckglases erfolgte die Platzierung des 
Implantates mittig in der Rückenhautkammer (Abb. 12) und es folgte der Verschluss mithilfe 
eines frischen Deckglases und Sprengring. Im direkten Anschluss wurde mit den IVM-
Aufnahmen begonnen. Von weiteren Eingriffen und Manipulationen an der 
Rückenhautkammer wurde im gesamten restlichen Versuchszeitraum abgesehen. 
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Die Implantation der Plättchen erfolgte dabei verblindet, es war über den gesamten 
Versuchszeitraum also nicht möglich zwischen Ti- und TiAg-Gruppe zu unterscheiden. Erst 
nach Analyse der Werte fand eine Entblindung und somit eine konkrete Zuordnung der 
einzelnen Versuchstiere zu der jeweiligen Gruppe statt.  
 
3.5 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie 
3.5.1 Aufbau des IVM Systems 
Zur Analyse der Mikrozirkulation kam in dieser Studie die intravitale 
Fluoreszenzmikroskopie zum Einsatz. Dazu wurden die Versuchstiere narkotisiert und 
seitlich, mit dem Beobachtungsfeld der Rückenhautkammer nach oben auf einer speziellen 
Bühne fixiert (Abb. 13 B & C). Es herrschte während der gesamten Versuchszeit eine 
konstante Raumtemperatur von 21-23°C.  
 
 
Abb. 13: Aufbau des IVM-Systems (A) mit Mikroskop und CCD-Kamera (1),  
Filtersystem (2), Objektivrevolver (3), Belichtungssteuerungs-Einheit (4) und Trägertisch (5). 
Das zu untersuchende Tier wurde auf einer speziellen Bühne für die IVM-Aufnahmen  
fixiert (B & C). 
 
Der Arbeitsplatz bestand aus einem Intravitalmikroskop (Axiotech® vario 100, Zeiss, 
Göttingen, Deutschland) mit CCD-Videokamera (FK 6990 IQ-S, Piper, Schwerte, 
Deutschland), Trägertisch, Filtersystem, Objektivrevolver und Belichtungssteuerung (Abb. 13 
A). Zur Anregung der verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe wurden sowohl ein blauer 
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(Exzitation: 534-558nm; Emission: >580nm) verwendet. Als Lichtquelle diente eine 
Quecksilberdampf-Lampe (HBO 100W, Osram GmbH, München, Deutschland), deren 
Intensität sich mithilfe einer Belichtungssteuerung stufenlos einstellen ließ. Die Aufnahmen 
erfolgten bei einer 20-fachen Vergrößerung des Objektivs (LUC Plan FL x 20/0,45W, 
Olympus GmbH). Die Einzelmessungen wurden in Videosequenzen von jeweils etwa 30 
Sekunden aufgezeichnet. Zu diesem Zweck diente eine schwarz-weiß CCD-Videokamera 
(CCD = engl. charge-coupled device, dt. ladungsgekoppeltes Bauelement), welche die 
Sequenzen auf einen Monitor übertrug, über den live die Positionen verschiedener 
Beobachtungsfelder (ROI = region of interest) innerhalb der Rückenhautkammer festgelegt 
und verfolgt werden konnten. Ein Echtzeitgenerator (AG-7350, Panasonic, Deutschland) 
leitete diese Bildinformation weiter an einen DVD-Recorder, auf dem die Aufnahmen 
schlussendlich auf DVDs gesichert wurden. 
 
3.5.2 Fluoreszenzfarbstoffe 
Zur Analyse der Blutzirkulation wurden 0,1ml Fluoreszeinisothiozyanat-Dextran (FITC-
Dextran, 2%, Sigma-Aldrich, München, Deutschland) und 0,1ml Rhodamin 6 G (1%, Sigma-
Aldrich, München, Deutschland) verabreicht. Die Applikation dieser Fluoreszenzfarbstoffe 
erfolgte retrobulbär, da dort durch gute Vaskularisation eine schnelle Aufnahme der 
Farbstoffe gewährleistet ist.  
Der physikalische Vorgang, bei dem ein Körper zuvor zugeführte Energie als Strahlung in 
Form von Licht wieder abgibt, wird als Lumineszenz bezeichnet. Dabei werden in 
Abhängigkeit der Dauer der Lichtemission nach Beenden der energetischen Anregung zwei 
Unterformen unterschieden: Bei der Phosphoreszenz bleibt die Lichtemission über einen 
bestimmten Zeitraum bestehen, wohingegen diese bei der Fluoreszenz zeitgleich mit Beenden 
der Anregung, genauer innerhalb von 10
-8
 Sekunden endet. Es werden je nach Energiequelle 
u.a. Röntgen-, Kathoden- oder wie in dieser Studie Photolumineszenz voneinander 
abgegrenzt, bei der ein Elektron durch Absorption eines Lichtphotons Energie aufnimmt. 
Dadurch wird das entsprechende Elektron aus seinem Grundzustand auf ein höheres 
Energieniveau angehoben und damit in einen angeregten Zustand versetzt. Dieser Zustand ist 
aus energetischen Gründen instabil, weshalb das Elektron die Mehrenergie wieder in Form 
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eines Photons emittiert und dabei in seinen Grundzustand zurückkehrt [Damjanovich et al 
2008]. Dieser Mechanismus liegt den Fluoreszenzfarbstoffen zugrunde, welche verschiedene 
Strukturen des Organismus binden und diese dadurch unter dem Fluoreszenzmikroskop 
sichtbar machen können. Außerdem besitzen sie die Eigenschaft, dass sie nur durch einen 
bestimmten Wellenlängenbereich des Lichtes angeregt werden und daraufhin ebenfalls in für 
sie charakteristischen Wellenlängen Licht emittieren. Die Fluoreszenzmikroskopie hat einen 
hohen Stellenwert in der Biowissenschaft, da sie eine quantitative Analyse biologischer 
Prozesse mit einer hohen Sensitivität und Spezifität ermöglicht [Eggeling et al 2005]. Die in 
dieser Arbeit benutzten Fluoreszenzfarbstoffe werden im Folgenden näher erläutert:  
 
FITC-Dextran   
FITC-Dextran ist ein Fluoreszenzfarbstoff, mit dessen Hilfe eine erhöhte Kontrastierung 
zwischen Intra- und Extravasalraum gelingt. Dadurch wird die Analyse mikrozirkulatorischer 
Parameter wie u.a. der funktionellen Kapillardichte, des Gefäßdurchmessers und der 
intravasalen Fließgeschwindigkeit möglich [Svensjö et al 2012, Schröder et al 1976]. Die 
Exzitation dieses Fluoreszenzfarbstoffes erfolgt durch blaues Licht mit einer Wellenlänge 
zwischen 450 und 490nm bei einem Exzitationsmaximum von 490nm. Das daraufhin 
emittierte gelb-grüne Licht hat ein Emissionsmaximum von 520nm.  
FITC-Dextran besteht aus dem eigentlichen Fluoreszenzfarbstoff FITC sowie dem Polymer 
Dextran. Diese beiden Moleküle sind irreversibel über eine Thiocarbamoyl-Bindung 
miteinander verknüpft, wodurch FITC-Dextran im Gegensatz zu reinem FITC, welches 
schneller über die Niere ausgeschieden wird, eine längere intravasale Verweildauer besitzt 
[Schröder et al 1976]. Diese Eigenschaft beruht auf dem relativ großen Molekulargewicht des 
Dextrans von 150kDa, wodurch eine Extravasation unter physiologischen Bedingungen nicht 
stattfindet und FITC-Dextran etwa vier Stunden intravasal verbleibt. Dort bindet es weder an 
Endothelzellen noch an individuelle Blutzellen, sondern färbt lediglich das Blutplasma an. Es 
wird hepatisch metabolisiert und renal eliminiert [Kubulus et al 2004].   
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Rhodamin 6G  
Der Fluoreszenzfarbstoff Rhodamin 6G ist ein nicht selektiver Leukozyten-Marker. Er färbt 
Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten an und wurde erstmals 1941 durch Johannes als 
ein spezifischer, vitaler Farbstoff für Mitochondrien beschrieben [Finkenauer et al 1999, 
Johannes 1941, Bereiter-Hahn et al 1983]. Er wird mit einer Wellenlänge von 515-560nm bei 
einem Exzitationsmaximum von 525nm (grünes Licht) angeregt und besitzt ein 
Emissionsmaximum von 555nm (rot-gelbes Licht).   
Bei physiologischem pH-Wert besitzt Rhodamin 6G lipophile Eigenschaften [Finkenauer et al 
1999, Johannes 1941] und färbt bei einer Konzentration von bis zu 10
-7
mmol 
Mitochondrienmembranen und darüber hinaus zusätzlich das endoplasmatische Retikulum der 
Leukozyten an [Bereiter-Hahn et al 1983]. Durch die Applikation einer Konzentration von 
0,06-0,2mg/kg KG können praktisch alle Granulozyten und Monozyten über einen Zeitraum 
von 60 Minuten markiert werden [Baatz et al 1995]. 
 
3.5.3 IVM-Beobachtungsfelder 
Die intravitalmikroskopischen Aufnahmen mit entsprechender Dokumentation erfolgten an 
den fünf bereits erläuterten Untersuchungszeitpunkten (d0, 1h, d1, d3, d7). Die Auswahl der 
Beobachtungsfelder, der sogenannten ROIs (region of interest), erfolgte aus vier Quadranten 
innerhalb der Rückenhautkammer, um eine repräsentative Beurteilung zu gewährleisten. 
Zuerst wurden zur Untersuchung der Kapillardichte vier repräsentative, zufällig ausgewählte 
Kapillarfelder aufgenommen. Zur Analyse aller weiteren Parameter wurden zentrale und 
periphere Beobachtungsfelder verwendet. Zentral bedeutete dabei, dass der zu untersuchende 
Bereich in direkter Lagebeziehung zum mittig in der Rückenhautkammer positionierten 
Implantat gelegen war. Periphere ROIs waren hingegen näher am Rande der 
Rückenhautkammer lokalisiert. Es wurden ebenfalls sowohl zentral als auch peripher jeweils 
vier Beobachtungsfelder untersucht, somit pro Parameter insgesamt acht Aufnahmen. Es 
wurden Venolen mit einem Durchmesser von 30 - 90µm analysiert, welcher senkrecht zum 
Gefäßverlauf gemessen wurde. Zusätzlich war ein nahezu geradliniger Verlauf der Venolen 
für die Messung der Fließgeschwindigkeit und zur Leukozyten Zählung von Vorteil. Die 
Verläufe der Venolen, inklusive ihrer Zu- und Abflüsse sowie der Fließrichtung wurden 
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skizziert und ihre Position in der Rückenhautkammer auf Dokumentationsblättern markiert. 
Dies diente dazu, an jedem IVM-Untersuchungszeitpunkt die Venolen wiederzufinden und 
erneut zu analysieren. Sämtliche ROIs wurden über einen Zeitraum von mindestens 20 
Sekunden aufgenommen. Zusätzlich zu diesen eben erläuterten Aufnahmen wurden mit einem 
Stereomikroskop Übersichtsaufnahmen der Rückenhautkammer angefertigt, um 
makroskopische Veränderungen der Rückenhautkammer feststellen zu können.   
 
3.5.4 Auswertung mittels CapImage
®
-Analyse-Software 
Die an den Untersuchungstagen aufgenommenen IVM-Aufnahmen wurden off-line mithilfe 
der Computer-assistierten Analyse-Software CapImage
®
 (Version 8.0, Dr. Zeintl Software, 
Heidelberg, Deutschland) ausgewertet. Hierbei wurden für alle Parameter 
zusammenhängende Videosequenzen von 20 Sekunden untersucht. Insgesamt wurden dabei 
für jeden Untersuchungstag zur Auswertung der funktionellen Kapillardichte vier Aufnahmen 
analysiert, für die Parameter Durchmesser, Extravasation, Erythrozytenfließgeschwindigkeit 
sowie zur Analyse der Leukozyten jeweils acht (vier zentrale und vier periphere) Aufnahmen. 
Dabei wurde darauf geachtet, dass an jedem Analysetag dieselben Venolen zur Auswertung 
der Parameter gewählt wurden. Die untersuchten Parameter werden im Folgenden näher 
erläutert:  
 
Funktionelle Kapillardichte  
Die funktionelle Kapillardichte beschreibt das Ausmaß der mikrozirkulatorischen Perfusion 
eines Gewebes. Zur Berechnung wurden in einem zuvor platzierten Rechteck bei laufender 
Videoaufnahme alle perfundierten Kapillaren nachgezeichnet (Abb. 14A). Die  
CapImage
®
-Software errechnete nun die funktionelle Kapillardichte, definiert als Länge aller 







3 Material und Methodik  
37 
 
Durchmesser   
In der vorliegenden Studie wurden u.a. zur besseren Vergleichbarkeit der Venolen zu Beginn 
und im Verlauf nur Gefäße mit einem Durchmesser zwischen 30 und 90µm ausgewählt. 
Aufgrund der beschriebenen Eigenschaften des Fluoreszenzfarbstoffes FITC-Dextran war 
eine genaue Abgrenzung der Gefäßwand zur Umgebung gewährleistet, wodurch der 
Durchmesser eindeutig bestimmt werden konnte. Hierzu wurden fünf zum Gefäßverlauf 
senkrechte Linien eingezeichnet, aus deren Mittelwert sich der Durchmesser in µm ergab 
(Abb. 14B).  
 
Extravasation  
Die Extravasation ist ein Maß für Endothelschäden, durch die Blutplasma nach extravasal 
austreten kann. Dargestellt werden konnte dieser Parameter ebenfalls mithilfe von FITC-
Dextran, wodurch bei vorhandener Gefäßwandschädigung eine verminderte Kontrastierung 
des Intra- und Extravasalraumes resultierte. Zur Analyse wurden mittlere Grauwerte eines 
direkt an das Gefäß angrenzenden extravasalen Areals (Gmean1) und eines intravasalen Areals 
(Gmean2) verwendet. Die entsprechenden Areale wurden in der CapImage
®
-Software als Kreise 




Abb. 14: Intravitalmikroskopische Darstellung der Gefäße und Auswertung der zu messenden 
Parameter mittels CapImage
®
-Software: Funktionelle Kapillardichte (A), Durchmesser (B) 
sowie Extravasation (C). 
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Die Line-Shift-Methode diente der Berechnung der Erythrozytenfließgeschwindigkeit. Dazu 
wurde mithilfe der CapImage
®
-Software in Fließrichtung, parallel zum Gefäßverlauf eine 
Gerade in die Venole eingezeichnet (Abb. 15A). Anhand dieser Messlinie berechnete die 
Software über eine vorgegebene Zeitspanne von zehn Sekunden ein Grauwerte-Muster, in 
dem vorbeifließende Erythrozyten als dunkelgraue schräge Linien und das Blutplasma als 
hellgraue schräge Linien dargestellt wurden (Abb. 15B). Die Steigung dieser dunkelgrauen 
Linien spiegelte die Geschwindigkeit der Erythrozyten wieder, welche durch die  
CapImage
®
-Software anhand von zehn durch den Untersucher markierten Linien errechnet 
wurde [De Vriese et al 2000]. Die Erythrozytenfließgeschwindigkeit ergab sich nun in µm/s.  
 
 
Abb. 15: Intravitalmikroskopische Darstellung der Gefäße und Auswertung der 
Erythrozytenfließgeschwindigkeit mittels CapImage
®
-Software. In die Mitte des Gefäßes 
wurde in Fließrichtung eine Messlinie gelegt (A) und anschließend die gemessenen Daten in 
einem Line-Shift-Diagramm dargestellt (B). 
 
Rollende Leukozyten  
Alle Leukozyten wurden mit Rhodamin 6G angefärbt, wobei anhand ihrer Interaktion mit 
dem Gefäßendothel zwischen rollenden, adhärenten sowie frei fließenden Leukozyten 
differenziert wurde. Als rollende Leukozyten wurden die Zellen definiert, die sich im Rahmen 
der Leukozyten-Endothelzell-Interaktion am Endothel mit einer Fließgeschwindigkeit von 
weniger als zwei-fünftel der mittleren Geschwindigkeit entlang bewegten und dies auch 
innerhalb des gesamten Untersuchungszeitraumes von 20 Sekunden durchgängig taten  
(Abb. 16). Ihr Anteil wurde in Prozent von der Gesamtzahl der Leukozyten angegeben.  
A B 
3 Material und Methodik  
39 
 
Adhärente Leukozyten  
Es folgte die Auszählung der adhärenten Leukozyten. Als solche wurden nur die Leukozyten 
bezeichnet, die über den gesamten Zeitraum der vorgegebenen analysierten 20 Sekunden am 
Endothel hafteten und sich weder bewegten noch von diesem ablösten (Abb. 16). Der in 
Anzahl pro Quadrat-Millimeter der Endotheloberfläche (n/mm
2
) angegebene Wert wurde aus 
dem Durchmesser und der Länge des untersuchten Gefäßsegmentes unter der Annahme einer 
zylindrischen Gefäß-Geometrie errechnet.  
 
 
Abb. 16: Intravitalmikroskopische Darstellung der Gefäße und Auswertung der rollenden 




Die nun folgenden drei Parameter wurden aus den zuvor mittels CapImage
®
-Software 
ausgewerteten Daten errechnet:  
 
Blutvolumenfluss  
Der Blutvolumenfluss (VQ) gibt die Menge an Blut an, die pro Zeiteinheit einen bestimmten 
Gefäßabschnitt passiert. Berechnet wurde sie mithilfe der folgenden Formel: 
VQ (pL/s) = (π (d/2)2 (v/1,6)) / 1000 
Hierbei bezeichnet d den Gefäßdurchmesser und v die Fließgeschwindigkeit. 1,6 ist der 
Baker-Wayland-Faktor zur Korrektur eines parabolen Geschwindigkeitsprofils in Blutgefäßen 
mit einem Durchmesser von über 20µm. Parabol bedeutet hier, dass die Fließgeschwindigkeit 
im Randbereich des Gefäßes geringer ist als in seinem Zentrum.  




Die Wandscherrate ist assoziiert mit einer gestörten Endothelfunktion und wurde berechnet, 
da an den inneren Gefäßwänden auftretende Scherkräfte die Leukozyten-Endothelzell-
Interaktion beeinflussen können [Woo Park et al 2013]. Die zur Berechnung verwendete 
Formel lautet: 
γ = 8 (v/d) 
Der errechnete Wert wurde in s
-1
 angegeben.  
 
Zellfluss  
Der Zellfluss innerhalb der Venolen wurde ebenfalls in einem Zeitraum von 20 Sekunden 
untersucht. Dieser umfasste die gesamte Anzahl an rollenden sowie an frei fließenden 
Leukozyten pro Minute (n/min). 
 
3.6 Blutentnahme und Implantatasservierung 
Am Ende eines jeden Versuches fand zunächst eine Blutentnahme an der narkotisierten Maus 
statt. Diese erfolgte retrobulbär und wurde mithilfe eines automatischen Hämatologie-
Analysators (Sysmex, KX-21) untersucht. Es folgte die Tötung der Maus und eine 
anschließende Gewebeentnahme. Dafür wurde das Implantat vorsichtig aus der 
Rückenhautkammer entfernt und in Isopropanol gelagert. Die entnommenen Implantate 
wurden zur weiteren Analyse ihrer möglicherweise veränderten Oberflächenbeschaffenheit 
mithilfe eines EDA Detektors (EDAX mit Iridium Ultra Software) untersucht.  
 
3.7 Histologische Analyse 
Hämatoxylin-Eosin-Färbung  
Zur histologischen Analyse wurden Trapez-förmige Gewebeausschnitte aus dem Bereich der 
Rückenhautkammer so entnommen, dass sie in Bezug auf das zuvor entfernte Implantat 
repräsentative Anteile sowohl zentral als auch peripher enthielten.   
Das Gewebe wurde zunächst in einer 4%igen Formaldehydlösung fixiert. Anschließend 
erfolge die Entwässerung in der Histokinette (TP 1020, Leica, Benzheim) über eine 
aufsteigende Alkoholreihe und die Einbettung durch eine Einbettmaschine (EG 1160, Leica, 
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Benzheim) in Paraffin. Aus den so entstandenen Paraffinblöcken wurden nun mithilfe eines 
Rotationsmikrotoms (RM 2145, Leica, Benzheim) 4µm dicke Serienschnitte angefertigt. 
Gefärbt wurden diese histologischen Schnitte zunächst mit Hämatoxylin und Eosin, um eine 
Übersicht über das entnommene Gewebe zu erlangen. Unter dem Licht-Mikroskop (BX 51, 
Olympus, Hamburg, Deutschland) konnten Cutis, Subcutis sowie Musculus panniculus 
carnosus untersucht werden (Abb. 17).  
 
 
Abb. 17: Repräsentative Aufnahme eines HE gefärbten Präparates der Rückenhautkammer. 
 
CAE-Färbung  
Um eine möglicherweise abgelaufene inflammatorische Reaktion besser beurteilen zu 
können, wurden außerdem zwei weitere Färbungen durchgeführt. Dabei diente die 
Chloracetat-Esterase-Färbung (CAE) als Übersichtsfärbung, indem sie alle in das Gewebe 
infiltrierenden Leukozyten über den Nachweis der Naphthol-AS-D-Chlorazetatesterase 
markierte.   
 
F4/80-Färbung  
Zur näheren Differenzierung der Zellen wurden infiltrierende Makrophagen 
immunhistochemisch über Markierung des F4/80-Antigens gefärbt. Dazu erfolgte eine 
Inkubation der Gewebsschnitte mit einem primären Antikörper (Ratte-anti-F4/80-Maus, MCA 
497, 1:10, Serotek, München, Deutschland) bei 4°C über Nacht und anschließend eine 
Inkubation des sekundären, alkalische Phosphatase (AP) gekoppelten Anti-Ratten-Antikörper 
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(Ziege, SC 2011, 1:200, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland). Die AP-
Bindungsstellen wurden mittels Permanent Rot (Dako, Hamburg, Deutschland) 
nachgewiesen.  
 
3.8 Statistische Analyse 
Die zur statistischen Analyse erhobenen Werte wurden in das Tabellenkalkulationsprogramm 
Microsoft Excel
®
 eingegeben. Alle Daten wurden als Mittelwert mit Standardfehler des 
Mittelwertes (MW ± SEM) angegeben und mit der SigmaPlot
®
 Software (Version 10.0, 
Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA) in Säulendiagrammen dargestellt. Zur Erfassung 
von möglichen Unterschieden zwischen den drei untersuchten Versuchsgruppen sowie 
zwischen den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten wurde mithilfe der statistischen 
Analyse-Software SigmaStat
®
 (Version 3.5, Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA) ein 
Varianzhomogenitätstest mittels Two-Way repeated measure ANOVA und multiplen Holm-
Sidak Post Test angewandt. In den Abbildungen wurden nur statistisch signifikante 
Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen sowie zwischen den 
Untersuchungszeitpunkten angegeben (a, b, *, #). Definiert als signifikant waren dabei 
errechnete Werte ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05.  




4.1 Allgemeine und makroskopische Beobachtungen 
Die Rückenhautkammer-Präparation im Allgemeinen sowie die Implantation der reinen Ti- 
als auch der TiAg-Folien wurden von den Versuchstieren gut toleriert. Sie zeigten ein 
normales Orientierungs- sowie Fress- und Trinkverhalten und waren in ihrer körperlichen 
Verfassung nicht beeinträchtigt. Makroskopisch zeigte die Rückenhautkammer aller drei 
Versuchsgruppen über den gesamten Versuchszeitraum keine Veränderungen hinsichtlich 
einer Inflammation oder der Ausbildung eines Ödems, keine Blutungen innerhalb der 
Beobachtungsfelder sowie außerdem keine Anzeichen einer gestörten Perfusion (Abb. 18).  
 
 
Abb. 18: Gegenüberstellung der makroskopischen Befunde der Kontrollgruppe (Kon), der Ti-
Gruppe (Ti) und der TiAg-Gruppe (TiAg) am Implantationstag (d0), am Tag eins (d1) sowie 





















4.2.1 Gefäßdurchmesser, Zellfluss, Erythrozytenfließgeschwindigkeit, 
Blutvolumenfluss, Wandscherrate 
Die Auswertung der mikrohämodynamischen Parameter Gefäßdurchmesser, 
Fließgeschwindigkeit, Zellfluss, Blutvolumenfluss sowie Wandscherrate der postkapillären 
Venen und der Sammelvenen zeigten nur leichte Schwankungen bzw. nahezu konstante 
Werte über den gesamten Untersuchungszeitraum hinweg sowie in allen drei 


















) Kon 61 ± 2 61 ± 2 60 ± 3 59 ± 3 59 ± 3 
Ti 59 ± 3 60 ± 2 62 ± 2 61 ± 4 63 ± 5 



















) Kon 698 ± 48 620 ± 23 685 ± 50 652 ± 23 654 ± 13 
Ti 645 ± 42 603 ± 30 683 ± 31 701 ± 16 646 ± 12 

















) Kon 1449 ± 174 1214 ± 95 1352 ± 194 1233 ± 128 1217 ± 125 
Ti 1193 ± 126 1169 ± 116 1374 ± 147 1440 ± 185 1534 ± 256 










) Kon 158 ± 20 151 ± 17 119 ± 19 164 ± 22 136 ± 12 
Ti 135 ± 18 142 ± 16 134 ± 17 147 ± 10 147 ± 7 















Kon 100 ± 5 86 ± 4 96 ± 8 96 ± 6 95 ± 6 
Ti 93 ± 9 82 ± 5 89 ± 4 98 ± 5 95 ± 7 
TiAg 97 ± 4 98 ± 4 93 ± 4 99 ± 5 101 ± 10 
 
Tab. 1: Gefäßdurchmesser, Fließgeschwindigkeit, Zellfluss, Blutvolumenfluss und 
Wandscherrate der Kontrollgruppe, Ti-Gruppe sowie der TiAg-Gruppe im Vergleich. Gezeigt 
sind die Ergebnisse innerhalb der zentralen Untersuchungsfelder an den Zeitpunkten Tag null 
(d0), eine Stunde (1h) sowie Tag eins (d1), Tag drei (d3) und Tag sieben (d7) nach 
























) Kon 62 ± 2 61 ± 2 60 ± 3 60 ± 3 56 ± 3 
Ti 61 ± 3 61 ± 3 64 ± 3 61 ± 4 59 ± 5 



















) Kon 720 ± 61 616 ± 45 739 ± 52 635 ± 13 690 ± 23 
Ti 653 ± 39 591 ± 39 710 ± 51 693 ± 18 621 ± 15 

















) Kon 1491 ± 196 1198 ± 151 1401 ± 163 1050 ± 105 1132 ± 138 
Ti 1243 ± 37 1139 ± 35 1525 ± 133 1390 ± 179 1352 ± 214 










) Kon 147 ± 16 158 ± 15 129 ± 17 141 ± 16 135 ± 9 
Ti 159 ± 19 162 ± 15 126 ± 17 132 ± 9 132 ± 11 















Kon 97 ± 7 84 ± 5 101 ± 8 96 ± 5 99 ± 6 
Ti 93 ± 9 83 ± 8 94 ± 9 97 ± 6 101 ± 12 
TiAg 91 ± 7 98 ± 7 92 ± 4 97 ± 6 99 ± 9 
 
Tab. 2: Gefäßdurchmesser, Fließgeschwindigkeit, Zellfluss, Blutvolumenfluss und 
Wandscherrate der Kontrollgruppe, Ti-Gruppe sowie der TiAg-Gruppe im Vergleich. Gezeigt 
sind die Ergebnisse innerhalb der peripheren Untersuchungsfelder an den Zeitpunkten Tag 
null (d0), eine Stunde (1h) sowie Tag eins (d1), Tag drei (d3) und Tag sieben (d7) nach 
Implantation dargestellt als MW ± SEM. 
 
Insgesamt wurden in den drei Gruppen Gefäße mit minimal 30µm und maximal 90µm 
Durchmesser vermessen. Die analysierten Werte des venolären Gefäßdurchmessers lagen 
dabei in zentralen Untersuchungsfeldern im Durchschnitt bei 55 - 62µm und in peripheren bei 
56 - 64µm. Innerhalb der einzelnen Gruppen im zeitlichen Verlauf und ebenso im Vergleich 
zueinander blieben die ermittelten Gefäßdurchmesser dabei sehr konstant und ohne 
signifikante Unterschiede.  
Die Erythrozytenfließgeschwindigkeit lag im Durchschnitt bei 669µm/s und zeigte sich in 
allen Versuchsgruppen über den gesamten Versuchszeitraum hinweg nahezu konstant. Es 
wurden lediglich nur einzelne, nicht signifikante Unterschiede mit teilweisen Spitzenwerten 
innerhalb der Kontrollgruppe von etwa 1100µm/s in der Peripherie gemessen, verglichen mit 
400µm/s minimal in der Peripherie der Ti-Gruppe. Insgesamt konnten jedoch keine 
Unterschiede zwischen peripheren und zentralen Untersuchungsfeldern festgestellt werden. 
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Auch die Analyse des Blutvolumenflusses ergab ähnliche Ergebnisse: Lediglich initial nach 
Implantation (d0) sowohl der Ti- als auch der TiAg-Folien wurde eine leichte Abnahme des 
Volumenflusses im Vergleich zur Kontrollgruppe gemessen. Außerdem fand sich in der Ti-
Gruppe in den zentralen Untersuchungsfeldern ein leichter Anstieg der Werte von Tag eins 
bis Tag sieben, dabei waren jedoch alle Schwankungen nicht signifikant ausgeprägt. 
Insgesamt wurde in allen drei Gruppen über den gesamten Zeitraum im Durchschnitt ein 
Volumenfluss von etwa 1290pL/s gemessen.  
Hinsichtlich des Zellflusses war die Anzahl der fließenden Leukozyten der TiAg-Gruppe an 
den frühen Zeitpunkten nach Implantation sowohl zentral als auch peripher höher als im 
Vergleich zur Ti- und Kontrollgruppe. Dabei fand sich jedoch eine Abnahme der Zellzahl im 
Verlauf, sodass bis zum Tag sieben die analysierten Werte in etwa ähnlich mit denen der 
beiden Vergleichsgruppen waren. Beim separaten Vergleich der einzelnen 
Untersuchungszeitpunkte innerhalb einer Versuchsgruppe zueinander wurden folgende 
signifikante Unterschiede in Bezug auf den Zellfluss in den zentralen Gesichtsfeldern 
nachgewiesen: Innerhalb der Kontrollgruppe beim Vergleich der Untersuchungstage eins und 
drei, innerhalb der TiAg-Gruppe beim Vergleich der Zeitpunkte direkt nach Implantation mit 
Tag sieben sowie eine Stunde nach Implantation ebenfalls mit Tag sieben. Die Analyse der 
Wandscherrate war hingegen wieder unauffällig und zeigte nur marginale Schwankungen. Es 
wurden zentral durchschnittlich zwischen 93 und 101s
-1
 in der TiAg-Gruppe verglichen mit 
89 - 98s
-1
 in der Ti- und 86 - 100s
-1
 in der Kontrollgruppe gemessen. In der Peripherie wurden 
ähnliche Daten nachgewiesen. 
Zusammenfassend hatten sowohl der Einflussfaktor Zeit als auch die Implantation keine 
bedeutsamen Auswirkungen auf die gemessenen mikrovaskulären Parameter. Die 
Mikrozirkulation veränderte sich über den gesamten Untersuchungszeitraum nicht merklich, 
sodass Unterschiede zwischen unbeschichtetem Titan und beschichtetem Titan mit der 
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4.2.2 Funktionelle Kapillardichte 
Am Tag der Implantation (d0) zeigte sich in allen drei untersuchten Gruppen eine annähernd 
gleiche funktionelle kapillare Dichte von etwa durchschnittlich 310cm/cm
2
, wodurch eine 
gute, suffiziente Blutversorgung der Muskulatur gewährleistet war (Abb. 19). Nach der 
Implantation konnte insbesondere in der Ti-Gruppe ein geringer Anstieg der gemessenen 
Werte beobachtet werden, welcher sich jedoch im Verlauf wieder in Richtung der 
Ausgangswerte normalisierte. Hinweise auf eine mechanische Beeinträchtigung der 
muskulären Perfusion sowohl durch die Ti- als auch durch die TiAg-Implantate ergaben sich 
nicht, da es zu keiner Abnahme der funktionellen Kapillardichte innerhalb der frühen 
Untersuchungszeitpunkte kam. Durchschnittlich wurden über den gesamten Zeitraum in allen 
Gruppen Werte zwischen 305 und 320cm/cm
2 
gemessen, in der Ti-Gruppe 317cm/cm
2
 und in 
der TiAg-Gruppe 310cm/cm
2
. Dies weist darauf hin, dass die getestete Silber-
Verbundbeschichtung offensichtlich keinen schädigenden Effekt auf die kapilläre Perfusion 
ausübt. 
 
Abb. 19: Quantitative Analyse der funktionellen Kapillardichte mittels der IVM-Aufnahmen 
am Implantationstag (d0), nach einer Stunde (1h) und 24 Stunden (d1) sowie am dritten (d3) 
und siebten Tag (d7). Dargestellt sind die drei Versuchsgruppen: Die Kontrollgruppe (weiße 
Balken) erhielt nach der Rückenhautkammer-Präparation kein Implantat, wobei die Ti-
Gruppe (hellgraue Balken) ein reines Titan-Implantat und die TiAg-Gruppe (dunkelgraue 
Balken) ein TiAg-beschichtetes Implantat erhielt. MW ± SEM, Two-way RM ANOVA mit 
Holm-Sidak Post Test. 
 































Die am Tag null gemessene Gefäßpermeabilität zeigte in allen drei Gruppen eine 
makromolekulare Extravasation von durchschnittlich 0,5. Im zeitlichen Verlauf steigerten 
sich die Werte sowohl zentral als auch peripher in allen Versuchsgruppen graduell auf 
durchschnittlich 0,6 - 0,7 am Tag sieben (Abb. 20).  
 
 
Abb. 20: Quantitative Analyse der Extravasation mittels der IVM-Aufnahmen in zentralen 
(A) und peripheren (B) Untersuchungsfeldern am Implantationstag (d0), nach einer Stunde 
(1h) und 24 Stunden (d1) sowie am dritten (d3) und siebten Tag (d7). Dargestellt sind die drei 
Versuchsgruppen: Die Kontrollgruppe (weiße Balken) erhielt nach der Rückenhautkammer-
Präparation kein Implantat, wobei die Ti-Gruppe (hellgraue Balken) ein reines Titan-
Implantat und die TiAg-Gruppe (dunkelgraue Balken) ein TiAg-beschichtetes Implantat 
erhielt. MW ± SEM, Two-way RM ANOVA mit Holm-Sidak Post Test. 
a
 p<0,05 vs. d0, 
b
 
p<0,05 vs. 1h. 
 
Es konnten dabei signifikante Unterschiede der Messungen innerhalb der einzelnen Gruppen 
im zeitlichen Verlauf, jedoch nicht im Vergleich der Versuchsgruppen zueinander gemessen 
werden. So zeigten sich in zentralen Untersuchungsfeldern der Kontrollgruppe ein deutlicher 
Anstieg am Tag sieben (d7), verglichen mit dem Ausgangszeitpunkt der IVM-Aufnahmen 
(d0) sowie eine Stunde danach (1h). In der Peripherie wurden ähnliche Verläufe beobachtet: 
Hier wurde innerhalb der Kontrollgruppe eine signifikante Zunahme der Extravasation eine 
Stunde nach IVM-Start (1h) verglichen mit dem darauffolgenden Tag (d1) beobachtet. 
Außerdem fand sich eine Signifikanz beim Vergleich der Zeitpunkte d3 und d7 mit jeweils 
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stiegen die Werte bis zum Tag sieben (d7) in Bezug zum Implantationszeitpunkt (d0) sowie 
einer Stunde (1h) danach signifikant an.   
Insgesamt konnte jedoch eine durchschnittliche Gefäßpermeabilität aller Versuchsgruppen 
von 0,6 berechnet werden. Die analysierten Daten überschritten zu keinem Zeitpunkt Werte 
von über 0,8 - 1,0. Daher kann davon ausgegangen werden, dass trotz der Metallimplantation 
das Gefäßendothel über den gesamten Versuchszeitraum hinweg intakt blieb. Außerdem 
zeigte ein Vergleich der Ti- mit der TiAg-Gruppe sehr ähnliche, nicht signifikant 
unterschiedliche Werte mit einer maximalen Extravasation am Tag sieben. 
 
4.3  Inflammation 
Bei der Analyse der inflammatorischen Parameter zeigte sich über den gesamten 
Versuchszeitraum hinweg in allen drei Gruppen ein sehr ähnlicher und gleichmäßig verteilter 
Anteil der rollenden Leukozyten an der Gesamtzahl der Leukozyten (Abb. 21).  
 
 
Abb. 21: Quantitative Analyse der rollenden Leukozyten mittels der IVM-Aufnahmen in 
zentralen (A) und peripheren (B) Untersuchungsfeldern am Implantationstag (d0), nach einer 
Stunde (1h) und 24 Stunden (d1) sowie am dritten (d3) und siebten Tag (d7). Dargestellt sind 
die drei Versuchsgruppen: Die Kontrollgruppe (weiße Balken) erhielt nach der 
Rückenhautkammer-Präparation kein Implantat, wobei die Ti-Gruppe (hellgraue Balken) ein 
reines Titan-Implantat und die TiAg-Gruppe (dunkelgraue Balken) ein TiAg-beschichtetes 
Implantat erhielt. MW ± SEM, Two-way RM ANOVA mit Holm-Sidak Post Test. 
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Am Tag null betrug der mittlere Anteil der rollenden Leukozyten in zentralen und peripheren 
Untersuchungsfeldern in allen drei Versuchsgruppen zusammen etwa 30%. Dies änderte sich 
bis zum Ende des Versuches am Tag sieben mit 27% nicht signifikant und nahm tendenziell 
in allen drei Gruppen eher ab. Beim Vergleich der Versuchsgruppen untereinander zeigte sich 
in der Ti-Gruppe in zentralen Felder an allen Untersuchungstagen ein Anteil der sogenannten 
„Roller“ von durchschnittlich 28%, verglichen mit 30% in der TiAg-Gruppe. Auch peripher 
lagen die errechneten Werte bei 28% (Ti) und 30% (TiAg). Innerhalb der Kontrollgruppe 
zeigten sich ähnliche Durchschnittswerte von 30% zentral und 32% peripher, wodurch keine 
Unterschiede zu den beiden Implantatgruppen nachgewiesen wurden.  
Die Auswertung der adhärenten Leukozyten zeigte in der Ti-Gruppe einen vorübergehenden 
Anstieg der zentral und peripher gemessenen Werte zusammen auf durchschnittlich 
258n/mm
2 
direkt nach Implantation (d0), bei einem Maximalwert einzelner Versuchstiere von 
zentral 410n/mm
2
 und peripher 466n/mm
2
 (Abb. 22). Nach diesem initialen Anstieg fiel die 
Anzahl der sogenannten „Sticker“ insgesamt jedoch sukzessiv auf 124n/mm2 am Tag drei und 
127n/mm
2
 bis zum Tag sieben ab und zeigte damit wieder ein vergleichbares Level zur 
Kontrollgruppe. Die Messungen innerhalb der TiAg-Gruppe waren hingegen zu jedem 
Zeitpunkt vergleichbar mit der Kontrollgruppe. Die statistische Auswertung erbrachte 
signifikante Unterschiede sowohl hinsichtlich des Faktors Implantation als auch in Bezug auf 
den zeitlichen Verlauf. In den zentralen Beobachtungsfeldern zeigten sich innerhalb der Ti-
Gruppe Signifikanzen beim Vergleich des Zeitpunktes direkt (d0) sowie eine Stunde (1h) 
nach Implantation mit jeweils den Tagen drei (d3) und sieben (d7). Hier nahmen die Werte, 
wie oben bereits beschrieben, deutlich ab. Beim Vergleich der Ti- mit der Kontrollgruppe 
zeigte sich ein deutlicher Unterschied am Tag null (d0): Die adhärenten Leukozyten betrugen 
hier zentral durchschnittlich 149n/mm
2
 in der Kontrollgruppe im Vergleich zu 286n/mm
2
 in 
der Ti-Gruppe. Eine Stunde nach Implantation (1h) bestand darüberhinaus ein signifikanter 
Unterschied beim Vergleich der Ti- mit der TiAg-Gruppe. Auch in den peripheren 
Gesichtsfeldern waren die Werte der gemessenen „Sticker“ in der Ti-Gruppe insbesondere am 
Tag null signifikant höher als in der TiAg-Gruppe. Innerhalb der Ti-Gruppe zeigte sich 
zusätzlich ein signifikanter Unterschied zwischen Tag null (d0) und drei (d3). Hier nahm die 




ab (Abb. 22). 




Abb. 22: Quantitative Analyse der adhärenten Leukozyten mittels der IVM-Aufnahmen in 
zentralen (A) und peripheren (B) Untersuchungsfeldern am Implantationstag (d0), nach einer 
Stunde (1h) und 24 Stunden (d1) sowie am dritten (d3) und siebten Tag (d7). Dargestellt sind 
die drei Versuchsgruppen: Die Kontrollgruppe (weiße Balken) erhielt nach der 
Rückenhautkammer-Präparation kein Implantat, wobei die Ti-Gruppe (hellgraue Balken) ein 
reines Titan-Implantat und die TiAg-Gruppe (dunkelgraue Balken) ein TiAg-beschichtetes 





 p<0,05 vs. 1h, 
*
 p<0,05 TiAg- vs. Ti-Gruppe am entsprechenden Zeitpunkt, 
#
 p<0,05 
vs. Kon-Gruppe am entsprechenden Zeitpunkt. 
 
Generell wurde innerhalb des gesamten Versuchszeitraumes eine tendenzielle Abnahme der 
adhärenten Leukozyten in der Ti- als auch in der TiAg-Gruppe beobachtet. Da dieser Trend 
ebenso in der Kontrollgruppe zu sehen war, kann auch von einer physischen Erholung der 
Mäuse von der Rückenhautkammer-Präparation ausgegangen werden. Auch systemisch blieb 
die Anzahl der Leukozyten in allen drei Untersuchungsgruppen nahezu konstant auf 
physiologischem Niveau. Zusammenfassend kann somit gesagt werden, dass die untersuchte 
Silberlegierung keinen negativen Effekt auf die Leukozyten-Aktivierung ausgeübt hat und 




















































































In den histologischen Schnitten zeigte sich nach H&E-Färbung sowohl in der Kontrollgruppe 
als auch in den beiden Implantatgruppen eine nur sehr geringe zelluläre Infiltration des 
Muskelgewebes (Abb. 23). Sehr ähnliche Ergebnisse konnten nach CAE-Färbung festgestellt 
werden: Auch hier war eine inflammatorische Reaktion im Bereich der Implantationsstelle 
kaum vorhanden und es zeigte sich kein Unterschied der Implantate mit der TiAg-
Verbundbeschichtung im Vergleich zu den reinen Ti-Implantaten. Eine Infiltration F4/80-
immunhistochemisch markierter Zellen war insbesondere in der Dermis und Subkutis nur 
gering ausgeprägt. Der Vergleich der Kontrollgruppe mit den Implantatgruppen zeigte 





Abb. 23: Histologische Bilder der Kontroll-, Ti- und TiAg-Gruppe nach Färbung mit HE 
(obere Reihe) und CAE (mittlere Reihe) sowie Immunhistochemie gegen F4/80 (untere 
Reihe). 
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4.5 EDA-Analyse der Implantat-Oberfläche 
Eine EDA-Analyse der Ti- und TiAg-beschichteten Implantate erfolgte durch die Firma CGS 
Medical GmbH vor und nach der Implantation, um einerseits die Silberfreisetzung der TiAg-
Plättchen zu quantifizieren und andererseits die Integrität der Beschichtung zu beurteilen. Die 
reinen Ti-Plättchen zeigten vor und nach dem Versuch einen Ti-Gehalt von 100%. Die mittels 
PVD beschichteten TiAg-Implantate zeigten vor Implantation direkt an der Oberfläche einen 
Silberanteil von etwa 72Gew% sowie nur geringere Anteile von Titan (~23Gew%) und 
Aluminium (~5Gew%) (Abb. 24A). Nach Explantation betrug der Silbergehalt noch 36,5 ± 
16,3Gew%, bei relativer Zunahme des Titan- und Aluminiumgehaltes. Dies zeigt eine 
moderate, aber suffiziente Silberfreisetzung über den gesamten Versuchszeitraum hinweg. 
Diese Oberflächenveränderung der TiAg-Implantate im Vergleich zu den reinen Ti-Plättchen 
wurden ebenso rasterelektronenmikroskopisch bestätigt (Abb. 24B). 
 
 
Abb. 24: Zusammensetzung der Ti- und TiAg-Implantate vor (prä) Implantation und nach 
(post) Explantation (A) sowie deren Oberflächenbeschaffenheit im 
rasterelektronenmikroskopischen Bild (B; CGS Medical GmbH, Thorsten Zufraß). MW ± 
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5.1 Diskussion von Material und Methode 
5.1.1 Modell der Rückenhautkammer 
Die Implantation von Biomaterialien jeglicher Art in den menschlichen Körper spielt in der 
modernen Medizin eine große Rolle. Um neuartige Implantatmaterialien zu testen, bedarf es 
einer Untersuchungsmethode, die eine direkte Analyse der Interaktion zwischen einem 
Implantat mit dem umgebenden Gewebe ermöglicht. Hierbei ist das Modell der 
Rückenhautkammer ein häufig angewandtes, etabliertes Modell zur Untersuchung einer 
frühen inflammatorischen Reaktion sowie der Mikrozirkulation und Angiogenese des 
Organismus als Reaktion auf einen Fremdkörper im Tiermodell z.B. der Ratte, des Hamsters 
oder der Maus [Laschke et al 2011]. Dieses Verfahren wird u.a. zur Testung von 
Gefäßprothesen [Menger et al 1990a & b, Jeanmonod et al 2013, Jeanmonod et al 2014], von 
Kunststoffnetzen zur operativen Versorgung von z.B. Hernien [Roller et al 2008, Laschke et 
al 2009], zur Analyse von Knochenersatzmaterialien im Rahmen einer Therapie von 
Frakturen, benignen Knochentumoren oder Knochenzysten [Laschke et al 2007, Abshagen et 
al 2009, Roetman et al 2010, Laschke et al 2011] sowie außerdem - wie auch in der 
vorliegenden Arbeit - zur Untersuchung neuartiger Metallimplantate verwendet [Kraft et al 
2000, Kraft et al 2005, Pennekamp et al 2006]. Die Präparation sowie das Tragen der 
Rückenhautkammer selbst werden von den Tieren gut toleriert, was sich in einem normalen 
Orientierungs- und Fressverhalten widerspiegelt. Durch jede Operation wird jedoch eine 
traumatisch bedingte proinflammatorische Reaktion mit sekundärer Beeinflussung der 
Mikrozirkulation induziert, was zu einer Verfälschung der zu untersuchenden Parameter 
führen kann. Der Vorteil des Rückenhautkammer-Modells liegt darin, dass die 
mikroskopischen Untersuchungen erst einige Tage nach der Präparation erfolgen, wodurch 
eine Regeneration des betroffenen Gewebes gewährleistet und eine Untersuchung unter 
nahezu physiologischen Bedingungen möglich ist [Laschke et al 2011]. Das Modell der 
Rückenhautkammer ist darüberhinaus ein in vivo Modell, welches ermöglicht, 
mikroskopische Analysen am lebenden Tier durchzuführen und somit funktionelle Parameter 
wie die Mikrozirkulation und Zell-Zell-Interaktionen zu untersuchen. Die Erhebung dieser 
Parameter erfolgt im Gegenteil zu Verfahren, die sich auf die histologische und 
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immunhistochemische Auswertung und somit auf einen einzigen Zeitpunkt beschränken, 
kontinuierlich und ermöglicht dadurch eine Beurteilung im Verlauf. Durch ein abnehmbares 
Deckglas ist die Rückenhautkammer außerdem jederzeit zugänglich, wodurch die 
Implantation zu untersuchender Materialien ohne eine weitere Operation geschehen kann. Der 
Versuchszeitraum beschränkt sich dabei auf 2 - 3 Wochen, da nach längerer Zeit die 
Elastizität der Haut durch das Gewicht der Kammer abnimmt, wodurch es zu einem Abkippen 
der Kammer mit Beeinflussung der Perfusion kommen kann. Aus diesem Grund sind 
Langzeitstudien mit diesem Modell nicht möglich.  
In der vorliegenden Studie lag der Fokus jedoch auf der Untersuchung früh auftretender 
Gewebereaktionen nach Implantation der Metallplättchen, wie z.B. der Beeinflussung der 
mikrovaskulären Durchblutung, da diese einen entscheidenden Faktor für eine erfolgreiche 
Implantat-Integration darstellt [Laschke et al 2006, Naik et al 2007]. Da die 
Rückenhautkammer nur eine begrenzte Fläche zur Untersuchung bietet, dürfen die zu 
untersuchenden Implantate lediglich eine maximale Dicke von 1mm bei einem maximalen 
Durchmesser von 3mm aufweisen, damit einerseits einer Gefäßkomprimierung mit 
konsekutiver Beeinflussung der Mikrozirkulation vorgebeugt wird und andererseits eine 
ausreichend große Fläche zur mikroskopischen Analyse vorhanden ist [Laschke et al 2011]. 
Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Studie runde Plättchen mit einem 
Durchmesser von 3mm und einer Dicke von 0,1mm verwendet. Insgesamt bietet das Modell 
der Rückenhautkammer damit sehr gute Voraussetzungen, um neue medizinische 
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5.1.2 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie 
Die Untersuchung biologischer zellulärer Vorgänge ist essentiell, um die Pathophysiologie 
von Krankheitsprozessen näher verstehen und somit auch neuartige medizinische 
Therapiemöglichkeiten entwickeln zu können. Obwohl viele Erkenntnisse mithilfe von ex 
vivo und in vitro Experimenten erbracht werden, können sie komplexe Prozesse auf zellulärer 
Ebene, wie z.B. den Ablauf einer inflammatorischen Reaktion nicht ausreichend darstellen 
[Weigert et al 2010, Gravins 2012]. Hier liegt der Vorteil klar bei in vivo Modellen, bei denen 
mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie physiologische zelluläre Abläufe sowie Zell-Zell-
Interaktionen quantitativ, qualitativ und dynamisch untersucht werden können [Gravins 2012, 
Masedunskas et al 2012, Cao et al 2012]. Dabei ist es möglich, einerseits Prozesse innerhalb 
eines Gewebes und einzelne Zellen zu untersuchen [Weigert et al 2010, Pittet & Weissleder 
2011] und andererseits auch intrazelluläre Organelle [Weigert et al 2010, Cao et al 2012] in 
verschiedenen Organen wie u.a. der Leber [Chadi et al 2015, Khandoga et al 2014], der Niere 
[Dunn et al 2002, Sandoval et al 2004], des Pankreas [Vollmar et al 1994], des Herzens 
[Vollmar et al 1995], des Gehirns [Tang et al 2015, Li et al 2015] oder des Skelettmuskels 
[Menger et al 1990a & b, Butschkau et al 2013] sowie in Tumorgeweben [Alexander et al 
2008, Orth et al 2011] darzustellen. Durch die retrobulbäre Injektion von 
Fluoreszenzfarbstoffen gelingt die Darstellung der zu untersuchenden Strukturen. Dabei 
ermöglicht FITC-Dextran eine Anfärbung des Gefäßnetzwerkes mit Arteriolen, Venolen, 
Sammelvenolen und Kapillaren und somit die Erhebung funktioneller Parameter wie der 
kapillaren Dichte oder der Extravasation. Rhodamin 6G hingegen markiert zirkulierende 
Leukozyten und dient somit u.a. einer quantitativen Bewertung einer Inflammation. Neben 
den Vorteilen und Möglichkeiten, die Fluoreszenzfarbstoffe mit sich bringen, weisen sie 
jedoch auch negative Eigenschaften wie die Induktion einer phototoxischen Reaktion auf. 
Diese kann einerseits durch eine hohe Licht-Intensität und lange Belichtungsdauer eines 
Untersuchungsfeldes hervorgerufen werden und andererseits durch die Fluoreszenzfarbstoffe 
selbst [Saetzler et al 1997]. Durch den dabei ausgelösten oxidativen Stress kommt es zur 
Bildung von freien Sauerstoffradikalen, welche zu strukturellen und funktionellen 
Veränderungen des Gefäßnetzes mit konsekutiver Beeinflussung der Mikrozirkulation führen 
können [Steinbauer et al 2000, Penning & Dubbelman 1994]. Darüber hinaus konnten 
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weitere, durch die phototoxische Reaktion hervorgerufene Effekte wie eine Thrombozyten-
Aktivierung [Herrmann 1983] mit Thrombusbildung [Sato & Ohshima 1984, Schuschke et al 
1989], eine Schädigung des Endothels [Povlishock et al 1983] mit sekundärer Extravasation 
von Makromolekülen [Reed & Miller 1988] sowie Vasospasmen [Saetzler et al 1997] und 
eine vermehrte Leukozyten-Endothelzell-Interaktion [Saetzler et al 1997] beobachtet werden. 
Diese negativen Auswirkungen der Fluoreszenzfarbstoffe benötigen jedoch eine weit höhere 
Lichtdosis als während einer IVM-Standardmessung üblich [Steinbauer et al 2000]. Um das 
Risiko dennoch zu minimieren, wurde in der vorliegenden Arbeit die Belichtungszeit eines 
einzelnen Untersuchungsfeldes auf 20-30 Sekunden sowie die gesamte Untersuchungsdauer 
auf ein Minimum beschränkt.  
 
5.1.3 Silberanwendung in der Medizin 
Silber wurde schon in der Antike von den Menschen nicht nur aufgrund seiner physikalischen 
und mechanischen Eigenschaften, sondern ebenso bereits aus medizinischen Gründen genutzt. 
Dabei kam es u.a. zur Prävention von Infektionen, zur Konservierung von Nahrungsmitteln 
und Wasser und später auch in der Therapie verschiedener Krankheitsbilder zum Einsatz 
[Alexander 2009, Edwards-Jones 2009]. Die Verwendung von Silber in der Medizin hat auch 
bis heute nicht an Bedeutung verloren. Das Edelmetall wird aufgrund seiner antimikrobiellen 
Eigenschaften u.a. als Bestandteil intravenöser Katheter oder Herzschrittmacher verwendet 
sowie in der Chirurgie als Implantatmaterial, um eine Besiedlung mit Mikroorganismen wie 
z.B. Bakterien und somit eine Infektion zu verhindern. Dies ist deshalb von großer 
Bedeutung, da eine Implantatinfektion in der Regel einen erneuten operativen Eingriff mit 
höheren Komplikationsraten und einen Implantatwechsel zur Folge hat sowie insgesamt ein 
schlechteres klinisches Outcome aufweist [Pulido et al 2008, Bozic et al 2005, Gaine et al 
2000, Segawa et al 1999]. Ist es nämlich bereits zu einer Infektion gekommen, ist deren 
Therapie äußert schwierig. Dies liegt einerseits an der Ineffektivität der Antibiotika gegenüber 
bakteriellen Biofilmen. Darüber hinaus ist eine antibiotische Therapie aufgrund zunehmender 
Antibiotikaresistenzen durch eine häufige und ansteigende Gabe der Antibiotika vermehrt 
schwierig [Knetsch & Koole 2011, Chen & Schluesener 2008]. Der kompetitive Prozess 
zwischen körpereigenen und körperfremden Zellen um die Implantatoberfläche wird als  
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„race for the surface“ bezeichnet [Subbiahdoss et al 2009, Gristina 1987, Gristina et al 1988]. 
Bei diesem Prozess kann durch verschiedene Modifizierungen der Implantatoberfläche eine 
bakterielle Besiedlung verhindert werden. Eine Möglichkeit dabei ist der Einsatz 
antimikrobiell wirksamer Substanzen wie Silber, welche auf die Implantatoberfläche 
aufgebracht werden und über den Mechanismus der „active release“ Strategie antimikrobiell 
wirken [Knetsch & Koole 2011, Hetrick & Schoenfisch 2006]. Bei diesem Mechanismus 
besitzt Silber im Gegensatz zu Antibiotika den Vorteil, dass es aufgrund seiner 
oligodynamischen Eigenschaften über einen langen Zeitraum kontinuierlich Ag
+
-Ionen 
freisetzt und darüber hinaus bisher noch keine Resistenzen gegenüber Silber beschrieben 
wurden [Lansdown 2006, Gosheger et al 2004, Jansen et al 1994]. Die dadurch schon initiale 
Möglichkeit einer Infektionsprävention ermöglicht eine gute Wundheilung und 
Osseointegration des Implantates.  
Neben dieser positiven Wirkung von Silber besitzt es jedoch auch einige negative 
Eigenschaften. Zu diesen zählt u.a. das Krankheitsbild der Argyrie, das nach einer 
Silberaufnahme über einen längeren Zeitraum auftritt. Dabei kommt es einerseits zu einer 
generalisierten, irreversiblen Ablagerung von Silber in der Haut, den Schleimhäuten und 
anderen Organen sowie andererseits zu einer lokalen Ablagerung wie z.B. am Auge 
[Alexander 2009]. Neben diesen beiden nicht lebensbedrohlichen Krankheitsbildern besitzt 
Silber jedoch auch seltener auftretende Komplikationen wie z.B. eine toxische Schädigung 
der Leber und der Nieren, über die Silber vorwiegend ausgeschieden wird. Darüber hinaus 
können allergische Reaktionen auftreten, was bei Vorkenntnis eine klare Kontraindikation für 
die Anwendung von silberhaltigen Materialien darstellt [Alexander 2009, Lansdown 2006]. 
Bei der Therapie von Brandwunden bei Kindern mit Silber gibt es außerdem Berichte über 
das Auftreten einer Neutropenie sowie eines Erythema multiforme, welche aber beide 
selbstlimitierend und ohne toxische Konsequenzen verliefen [Lansdown 2006]. Diese 
Nebenwirkungen wurden außerdem vorwiegend bei der Nutzung von reinem metallischen 
Silber, Silber-Sulfid-Partikeln und Silber-Nitrat-Lösungen sowie bei hohen Dosen und bei der 
Anwendung über einen langen Zeitraum beobachtet [Alexander 2009, Lansdown 2006]. 
Negative systemische Effekte werden in der Literatur dabei erst ab hohen Dosen von >4 - 6g 
totalem Silbergehalt beschrieben, welche jedoch von den in der Medizin gebrauchten 
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Materialien in der Regel nicht erreicht wird [Hussmann et al 2013, Gosheger et al 2004]. 
Negative lokale Effekte beobachteten Kraft et al. im Rückenhautkammer-Modell des 
Hamsters nach Implantation von purem Silber um das Implantat herum, was sich durch die 
Ausbildung eines Ödems und einer erhöhten inflammatorischen Reaktion zeigte [Kraft et al 
2000]. Andere Studien bestätigen diese Beobachtungen allerdings nicht. Gosheger et al. 
testeten im Rattenmodell mit Silber beschichtete Endoprothesen im Vergleich zu nicht 
beschichteten, nachdem diese jeweils mit Staphylococcus aureus infiziert worden waren. 
Dabei werteten sie die jeweiligen Infektionsraten sowie die Silberkonzentrationen im Blut 
und in den Organen aus. Es konnte gezeigt werden, dass durch die Hinzunahme von Silber 
eine signifikant geringere Infektionsrate (7%) im Vergleich zu der Titangruppe (47%) erreicht 
wurde. Außerdem zeigten die Tiere der Silbergruppe eine signifikant geringere Inflammation 
gemessen an der Anzahl der Leukozyten sowie am CRP-Wert. Im Blut und in den 
untersuchten Organen wurden erhöhte Silberkonzentrationen festgestellt, jedoch führten diese 
weder zu einer Veränderung der Blutparameter noch der Organhistologie [Gosheger et al 
2004]. Auch die Implantation von Silber beschichteten Endoprothesen bei Patienten mit ossär 
metastasierten Tumoren sowie primär ossären Tumorerkrankungen zeigte ähnliche 
Ergebnisse: Die untersuchten Patienten wiesen weder lokale noch systemische Anzeichen 
einer Argyrose auf. Die Silberkonzentrationen im Serum stiegen in den ersten zwei Jahren 
postoperativ auf mittlere Werte zwischen 1,93 und 12,98ppb mit einem maximalen Wert von 
56,4ppb. Die Laboruntersuchungen zeigten bei diesen Silber-Blutkonzentrationen keine 
signifikanten Veränderungen der Leber- und Nierenwerte. Auch histologisch konnten eine 
chronische Inflammation und nekrotisches Gewebe ausgeschlossen werden [Hardes et al 
2007a]. Die Silberkonzentration im Blut lag folglich deutlich unter dem toxischen Niveau von 
300ppb, ab dem in der Literatur toxische Nebenwirkungen beschrieben werden [Hauschild et 
al 2015, Hardes et al 2007a, Gosheger et al 2004]. In einer weiteren Studie wurde, wie in der 
vorliegenden Arbeit, mittels PVD eine Silberbeschichtung auf Titan-Prothesen aufgebracht. 
Dabei konnten ebenfalls nicht toxische Silberkonzentrationen im Serum von im Mittel 
zwischen 0,2 und 1,82ppb gemessen werden, ohne dass lokale oder systemische 
Nebenwirkungen auftraten [Hauschild et al 2015]. Auch in der vorliegenden Arbeit wurden 
weder negative lokale noch systemische Reaktionen auf die neuartigen  
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TiAg-Implantate nachgewiesen. Hussmann et al. untersuchten darüber hinaus das klinische 
Outcome von Patienten nach Implantation von mit Silber beschichteten Prothesen im 
Vergleich zu denen, die unbeschichtete Implantate erhalten hatten. Hier zeigte sich eine 
signifikant geringere Reinfektionsrate und eine ebenso signifikant geringere 
Hospitalisationszeit nach der Versorgung mit Silber beschichteten Prothesen [Hussmann et al 
2013]. 
Insgesamt weist Silber somit im Allgemeinen eine gute systemische und lokale 
Verträglichkeit auf. Wenn es in einer angemessenen Dosis und über einen begrenzten 
Zeitraum hinweg angewandt wird, sind außerdem keine toxischen Effekte im menschlichen 
Organismus zu erwarten. Darüber hinaus konnten experimentell positive Effekte einer 
signifikant geringeren Infektionsrate nachgewiesen werden. Durch diese Voraussetzungen 
wäre somit eine adäquate Wundheilung und ossäre Integration nach Implantation von 
Fremdmaterialien in den menschlichen Körper gegeben. 
 
5.2 Diskussion der Ergebnisse 
In der vorliegenden Studie wurde die mikrovaskuläre Reaktion auf eine neuartige TiAg-
Verbundbeschichtung von Implantaten im Rückenhautkammer-Modell der Maus untersucht. 
Silber dient in diesem Zusammenhang als antimikrobielle Substanz, um eine bakterielle 
Besiedlung zu verhindern und damit eine verbesserte Gewebeintegration zu gewährleisten. 
Der antimikrobielle Effekt von Silber wird dabei über eine konstante Freisetzung von Silber-
Ionen vermittelt, welche an der bakteriellen Zellmembran mit Sulfhydryl- und Phosphoryl-
Gruppen sowie mit der intrazellulären RNA und DNA der Mikroorganismen interagieren. 
Dadurch wird einerseits deren Zellmembran geschädigt und andererseits die 
Proteinbiosynthese und DNA-Replikation beeinflusst. Die Summation dieser Prozesse hat 
schlussendlich den Zelltod der Bakterien zur Folge [Lee et al 2014, Morones-Ramirez et al 
2013, Gordon et al 2010, Knetsch & Koole 2011, Li et al 2010, Atiyeh et al 2007, Lansdown 
2006]. Titan hingegen wird v.a. aufgrund seiner guten Biokompatibilität, der hohen 
Korrosionswiderstandsfähigkeit und seiner mechanischen Eigenschaften häufig und 
bevorzugt in Biomaterialien in reiner Form oder in Verbindung mit anderen Materialien wie 
Silber verwendet [Fiedler et al 2011, Zhao et al 2009, Strietzel et al 1998].  
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Bei der hier untersuchten TiAg-Verbundbeschichtung wurden mittels rotierender Ti- und Ag-
Quellen des PVD-Systems abwechselnd Ti- und Ag-Schichten mit zur Oberfläche graduell 
ansteigendem Ag-Anteil in einem Verbundsystem aufgebracht. Dies soll eine verlängerte 
Silber-Ionen Freisetzung ermöglichen, mit einer damit einhergehenden längeren 
antimikrobiellen Wirksamkeit bei gleichzeitiger Verhinderung einer zu starken Delamination 
über die Zeit. Durch die Kombination von Silber mit Titan soll darüber hinaus eine lang 
anhaltende Stabilität bei hohem Korrosionswiderstand erreicht werden.  
Diese Eigenschaften wurden bereits in anderen Studien zu TiAg-Verbindungen gezeigt. Oh et 
al. konnten beispielsweise durch die Hinzunahme von Silber einen Anstieg der Festigkeit des 
Materials um 33% sowie eine erhöhte Korrosionswiderstandsfähigkeit im Vergleich zu purem 
Titan erreichen [Oh et al 2005]. Diese Beobachtungen einer verbesserten 
Korrosionswiderstandsfähigkeit und einer Verbesserung der mechanischen Eigenschaften 
konnten auch in anderen Studien bestätigt werden [Zhang et al 2009, Oh et al 2006]. Es wurde 
außerdem gezeigt, dass von einer TiAg-Beschichtung nicht nur initial, sondern auch im 
weiteren Verlauf kontinuierlich auf einem etwa gleichbleibendem Niveau Ag
+
-Ionen 
freigesetzt werden [Gao et al 2014].  
In der vorliegenden Arbeit wurde der Fokus v.a. auf die Fragestellung nach der 
Biokompatibilität der TiAg-Verbundbeschichtung gelegt. Die antimikrobielle Wirksamkeit 
dieser neuartigen Verbundbeschichtung wurde hingegen nicht untersucht. Diese Eigenschaft 
von Silber-Beschichtungen im Allgemeinen untersuchten jedoch schon einige vorherige 
Studien, die deren antibakterielle Wirkung belegen konnten. Dabei sind Silber-Legierungen 
effektiver als eine alleinige Silber-Beschichtung, da letztere über Protein-Anionen leicht in 
ihrer Wirkung deaktiviert werden kann [Monteiro et al 2009, Stobie et al 2008, Furno et al 
2004]. In einer Studie von Zheng et al. wurde eine TiNi-basierte Legierung mit Silber 
untersucht und mit einer reinen TiNi-Verbindung hinsichtlich seiner antimikrobiellen 
Wirkung verglichen. Dafür wurden diese beiden Verbindungen gegenüber drei verschiedenen 
Bakterienstämmen getestet. Durch die Hinzunahme von Silber und die bakterizide Wirkung 
der Ag
+
-Ionen konnte eine signifikante Verringerung der Bakterienanzahl auf der Oberfläche 
erzielt werden, bei höherer Materialfestigkeit sowie gleicher Korrosionswiderstandsfähigkeit 
und Biokompatibilität [Zheng et al 2011]. Auch der Vergleich von mit Silber beschichteten 
5 Diskussion  
62 
 
Titan-Vanadium-Prothesen mit nicht beschichteten Titan-Prothesen zeigte einen klaren 
antimikrobiellen Vorteil durch die Hinzunahme von Silber. Hierbei wurden Patienten 
prospektiv über fünf Jahre hinsichtlich periprothetisch auftretender Infektionen untersucht. 
Die Inzidenz der Infektion konnte durch die Silber-Beschichtung auf 5,9% im Vergleich zu 
den Titan-Prothesen (17,6%) gesenkt werden. Patienten mit einer periprothetischen Infektion 
der Ti-Prothese mussten in 38,5% der Fälle schlussendlich amputiert oder mit einer 
Rotationsplastik versorgt werden. Patienten, die eine mit Silber beschichtete Titan-Vanadium-
Prothese erhalten hatten, benötigten innerhalb des untersuchten Zeitraumes eine solche 
radikale operative Maßnahme nicht. Hier reichten eine alleinige antibiotische Behandlung 
(66,7%) oder kleinere Revisionsoperationen (33,3%) aus [Hardes et al 2010]. Auch die 
Kombination von Silber mit einer Ti6AlV4-Verbindung zeigte eine vielversprechende 
antibakterielle Wirkung [Fiedler et al 2011]. Ebenso gibt es Untersuchungen zu TiAg-
Legierungen, welche deren antimikrobielle Wirksamkeit belegen [Zhao et al 2009]: In einer in 
vitro Studie zu einer solchen Verbindung wurde, ebenfalls wie in der vorliegenden Arbeit, 
mittels physikalischer Gasphasenabscheidung (PVD) eine ca. 2μm dicke TiAg-Schicht auf 
eine Titanoberfläche aufgebracht. Der Silbergehalt dieser Oberflächenbeschichtung betrug 
dabei zwischen 0,7 und 9%. Im weiteren Verlauf wurden auf dieser TiAg-Oberfläche sowie 
auf einer reinen Ti-Oberfläche als Kontrolle Bakterienkulturen (Staphylococcus epidermidis 
& Klebsiella pneumoniae) angelegt. Von der TiAg-Legierung wurden dabei kontinuierlich 
Ag
+
-Ionen in einer nicht toxischen Konzentration von 0,5 - 2,3ppb freigesetzt, wodurch in 
vitro ein suffizienter antimikrobieller Effekt ausgeübt wurde: Die bakterielle Besiedlung der 
TiAg-Oberfläche konnte dadurch signifikant gegenüber der Kontroll-Oberfläche (100%) um 
43 - 52% (Staphylococcus epidermidis) sowie 32 - 64% (Klebsiella pneumoniae) gesenkt 
werden [Ewald et al 2006]. Eine weitere in vitro Studie, bei der ein Titan-Trägermaterial mit 
einer 2, 4 sowie 6 Gew% Silber dotierten Hydroxyapatit-Beschichtung analysiert wurde, 
zeigte ähnliche Resultate: Hier wurde nach Testung der Schicht mit Pseudomonas aeroginosa 
eine signifikante Reduktion der Oberflächenadhäsion dieser Bakterien beobachtet und somit 
die antimikrobielle Wirkung von Silber bestätigt [Roy et al 2012]. Auch Gao et al. konnten in 
der bereits erwähnten Studie eine ausreichende Ag
+
-Ionen-Freisetzung nachweisen und 
gegenüber Staphylococcus aureus und Escherichia coli eine suffiziente und lang anhaltende 
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antibakterielle Wirkung erreichen. Ebenso zeigte sich in dieser Studie nahezu keine 
Zytotoxizität, sondern eine positive Auswirkung auf die Zellproliferation und 
Zelldifferenzierung insbesondere der Osteoblasten [Gao et al 2014]. Andere Studien konnten 
diese Beobachtungen ebenfalls bestätigen [Hardes et al 2007b, Ewald et al 2006]. Eine 
Untersuchung zu Ti-Hüftprothesen, die mittels PVD mit Silber beschichtet wurden, 
analysierte außerdem explizit die ossäre Integration dieser Implantate. Dabei konnte in vivo 
sowie radiologisch, histologisch und biomechanisch eine stabile ossäre Integration gezeigt 
werden [Hauschild et al 2015]. In einer angemessenen Konzentration zeigt Silber somit keine 
zytotoxischen Nebenwirkungen auf Osteoblasten und behindert eine Osseointegration folglich 
nicht.  
Die antimikrobielle Wirksamkeit von TiAg-Legierungen sowie die positiven Auswirkungen 
durch die Hinzunahme von Silber u.a. auf die Korrosionswiderstandsfähigkeit und 
Materialfestigkeit ist somit durch bisherige Studien bereits untersucht und gezeigt worden. 
Der Einfluss einer solchen Oberflächenmodifikation auf das Muskelgewebe in vivo wurde 
bisher hingegen weniger erforscht. Für die erfolgreiche Osseointegration eines Implantates ist 
neben der Verhinderung einer Infektion jedoch ebenso eine gute Biokompatibilität der 
eingebrachten Materialien mit dem umgebenden Gewebe bei gleichzeitiger minimaler, bis 
gänzlich fehlender Zytotoxizität von großer Wichtigkeit. Essentiell sind dabei gute vaskuläre 
Bedingungen mit Ausbildung eines neuen Gefäßnetzwerkes um das implantierte Material 
herum. Durch eine solche Neovaskularisation ist eine Versorgung einerseits mit 
körpereigenen Zellen zur Implantatintegration gewährleistet sowie andererseits mit 
Immunzellen zur Bekämpfung körperfremder Mikroorganismen. Eine insuffiziente 
Blutversorgung bzw. eine durch Implantatmaterialien hervorgerufene negative Beeinflussung 
der lokalen vaskulären Situation kann zu einer nicht ausreichenden Integration und zum 
Zelltod von umgebendem Gewebe führen [Rouwkema et al 2008]. Ein solcher Vorgang 
würde im Weiteren eine Osseo- und Gewebeintegration erschweren oder im schlimmsten Fall 
verhindern sowie eine Infektion begünstigen.  
Mikrozirkulatorische Parameter spielen dabei zur Bewertung der Biokompatibilität eines 
neuen Implantatmaterials eine entscheidende Rolle. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie 
zeigten sehr konstante Werte hinsichtlich des Gefäßdurchmessers, der 
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Erythrozytenfließgeschwindigkeit, des Blutvolumenflusses und der Wandscherrate über den 
Versuchszeitraum hinweg und damit eine gute Gefäßverträglichkeit der getesteten TiAg-
Implantate. Die funktionelle kapillare Dichte als Maß der Gewebeperfusion wies ebenfalls 
keine signifikanten Veränderungen im Verlauf auf. Lediglich innerhalb der reinen Titan-
Versuchsgruppe fiel direkt nach Implantation ein transienter, leichter Anstieg der 
funktionellen kapillaren Dichte auf, jedoch mit anschließender Normalisierung bis zum 
Versuchsende. Wichtig war jedoch, dass es zu keiner Zeit zu einer Abnahme der funktionellen 
kapillaren Dichte sowohl in der Ti- als auch der TiAg-Gruppe kam, wodurch eine 
mechanische Beeinflussung des Gewebes und somit der untersuchten Parameter durch die 
Implantate ausgeschlossen werden konnte.  
Beim Vergleich der drei Versuchsgruppen gegeneinander konnten keine signifikanten 
Unterschiede in Bezug auf die Gefäßpermeabilität festgestellt werden. Jedoch wurde ein 
signifikanter Anstieg vom Tag der Implantation (d0, 1h) bis zum letzten Untersuchungstag 
(d7) sowohl innerhalb der Kontroll- als auch in der TiAg-Implantatgruppe beobachtet. Alle 
drei Gruppen zeigten zum Ende des Versuchszeitraumes eine erhöhte Extravasation. Dieses 
Phänomen wurde auch in vorherigen Studien [Roetman et al 2010, Laschke et al 2007] 
beobachtet und kann als Folge der Versuchsdauer sowie als Nebenwirkung der repetitiven 
Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen und einer damit einhergehenden Endothelschädigung 
im Laufe der Zeit interpretiert werden [Povlishock et al 1983]. Die Tiere mit TiAg-
beschichteten Implantaten zeigten im Vergleich zur Ti- und Kontrollgruppe außerdem sehr 
ähnliche Werte der Gefäßpermeabilität an den einzelnen Zeitpunkten und im zeitlichen 
Verlauf. Die TiAg-beschichteten Implantate führten im Gegensatz zu einer Studie zu reinen 
Ag-Implantaten nicht zu negativen Folgen einer venulären Gefäßdilatation oder dem Verlust 
der endothelialen Integration [Kraft et al 2000]. Aufgrund der intakten kapillären und 
venulären Perfusion kann deshalb davon ausgegangen werden, dass sowohl die Ti-Implantate 
als auch die TiAg-Implantate hinsichtlich der eben erläuterten Parameter gut toleriert wurden.  
Bei der Analyse einer inflammatorischen Reaktion berichteten Kraft et al. in der 
bereits erwähnten Studie im Rückenhautkammer-Modell des Hamsters initial nach 
Implantation von sowohl reinen Ti- als auch reinen Ag-Implantaten im Vergleich zur 
Kontrollgruppe über einen massiven Anstieg der rollenden und adhärenten Leukozyten [Kraft 
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et al 2000]. In der vorliegenden Studie konnte lediglich initial ein erhöhter Zellfluss innerhalb 
der TiAg-Versuchsgruppe im Vergleich zur Kontroll- und Ti-Gruppe beobachtet werden, 
welcher jedoch bis zum Versuchsende wieder auf vergleichbare Werte der Kontrolltiere 
absank. Es zeigte sich jedoch zu keinem Zeitpunkt ein Anstieg der rollenden Leukozyten, 
weder in der Ti- noch in der TiAg-Gruppe. Sowohl in zentralen als auch peripheren 
Untersuchungsfeldern wurden Werte gemessen, die zu jedem Zeitpunkt mit denen der 
Kontrollgruppe vergleichbar waren. Auch im zeitlichen Verlauf innerhalb der Gruppen 
konnten keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die rollenden Leukozyten festgestellt 
werden. Lediglich die Analyse der adhärenten Leukozyten zeigte vorübergehende signifikante 
Veränderungen innerhalb der Ti-Gruppe und im Vergleich dieser mit der TiAg- und 
Kontrollgruppe in zentralen und peripheren Untersuchungsfeldern: Hier fiel eine initial nach 
der Implantation (d0, 1h) erhöhte Anzahl dieser Zellen im Vergleich zur Kontroll- und TiAg-
Versuchsgruppe auf. Bereits am nächsten Untersuchungstag (d1) konnte jedoch schon eine 
verminderte Anzahl der adhärenten Zellen festgestellt werden mit weiterer Reduktion auf 
vergleichbare Werte der Kontroll- und TiAg-Implantat-Tiere bis zum Ende des 
Versuchszeitraumes (d7). Dieser initiale, aber nur transiente Anstieg der adhärenten 
Leukozyten konnte bereits in anderen Studien beobachtet werden [Pennekamp et al 2007, 
Pennekamp et al 2006, Kraft et al 2003, Kraft et al 2001, Kraft et al 2000]. Hervorzuheben ist 
hingegen, dass Venolen in den zentralen und peripheren Untersuchungsfeldern der TiAg-
Implantate zu keiner Zeit eine signifikant erhöhte Anzahl adhärenter Leukozyten im 
Vergleich zur Kontrollgruppe zeigten. Sie wiesen lediglich einen leichten Anstieg initial mit 
abnehmender Tendenz im zeitlichen Verlauf auf, ähnlich zu den Werten der Kontrollgruppe. 
Es kann dabei allerdings angenommen werden, dass die Implantation von Fremdmaterialien 
physiologischer Weise eine akute temporäre Entzündungsreaktion mit einer damit 
einhergehenden leicht erhöhten Leukozyten-Endothelzell-Interaktion hervorruft und damit als 
Teil eines normales Reparations- und Integrationsprozessen angesehen werden kann [Laschke 
et al 2006]. Darüber hinaus konnten makroskopisch weder eine Ausbildung von Ödemen 
noch Zeichen von Blutungen oder einer Inflammation beobachtet werden. Die Tiere zeigten 
außerdem ein normales Fress- und Orientierungsverhalten.  
Die histologische Analyse des Rückenhautkammer-Gewebes im Bereich der Implantation 
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zeigte in der Ti- und TiAg-Gruppe nur geringe Anzeichen einer Inflammation sowohl nach 
H&E- als auch CAE-Färbung. Auch nach immunhistochemischer F4/80-Markierung konnte 
nur eine geringe Infiltration mit Makrophagen nachgewiesen werden. Zur Interpretation dieser 
Ergebnisse hilft das Verständnis über die physiologischen Prozesse der Wundheilung: Diese 
wird in eine inflammatorische- und proliferative Phase sowie in eine Phase des 
Gewebeumbaus unterteilt [Singer & Clark 1999]. Dabei aktivieren Thrombozyten nach einem 
Gewebetrauma Zellen des Immunsystems, wobei dabei den Makrophagen eine entscheidende 
Rolle zukommt. Sie wandern in das betroffene Gebiet ein und phagozytieren u.a. geschädigtes 
und apoptotisches Gewebe sowie infizierende Mikroorganismen und stimulieren außerdem 
über die Freisetzung von Zytokinen weitere Zellen wie u.a. Fibroblasten und 
Gefäßendothelzellen und dadurch eine Neovaskularisation. Diese Prozesse führen zu einer 
Gewebeproliferation und einem Gewebeumbau und schlussendlich zu einer Regeneration des 
geschädigten Gewebes [Hergert et al 2013, Shapiro et al 2011, Kujath & Michelsen 2009]. 
Die in den histologischen Präparaten abgelaufene inflammatorische Reaktion kann somit als 
eine physiologische Reaktion des Organismus auf die Implantation der Rückenhautkammer 
und als normaler und positiver Prozess innerhalb der Wundheilung gewertet werden.  
Die Oberfläche der TiAg-Implantate wies nach PVD-Beschichtung einen initialen Silberanteil 
von 72Gew% mit geringeren Anteilen an Titan und Aluminium auf. Diese TiAg-
Verbundbeschichtung wurde vor und nach der Implantation mithilfe von EDA-Analysen 
untersucht. Dabei zeigte sich durch eine prozentuale Abnahme des Silbergehaltes eine 
suffiziente Freisetzung von Silber. Außerdem konnte am Ende des Versuchszeitraumes eine 
vorhandene Oberflächen-Integrität der TiAg-Plättchen festgestellt werden.  
Insgesamt wurden makroskopisch keine Anzeichen einer gestörter Perfusion oder erhöhten 
Inflammation festgestellt. Auch mikroskopisch zeigte die Analyse der mikrovaskulären 
Parameter eine gute Verträglichkeit der getesteten Implantate. Sowohl 
intravitalmikroskopisch als auch histologisch konnte darüber hinaus eine stark erhöhte 
inflammatorische Reaktion ausgeschlossen werde.  
Vorherige Studien bewiesen bereits die antimikrobielle Wirkung von TiAg-Verbindungen, 
weshalb diese Eigenschaft der in dieser Arbeit getesteten TiAg-Verbundbeschichtung 
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ebenfalls angenommen werden kann. Zur genaueren Einschätzung bedarf es jedoch noch 
weiterer Untersuchungen.  
Auch die erfolgreiche ossäre Integration mittels PVD mit Silber beschichteter Ti-Prothesen 
wurde bereits beschrieben [Hauschild et al 2015]. Daher wäre ebenso eine Untersuchung der 
hier getesteten TiAg-Plättchen bei Kontakt mit Knochenmaterial möglich, um das Ausmaß 
dieser Verbindung zur Osseointegration zu testen.  
In der Zusammenschau der gesamten Ergebnisse dieser Arbeit kann jedoch bereits jetzt 
geschlussfolgert werden, dass die neuartige TiAg-Verbundbeschichtung im Mausmodell in 
vivo eine sehr gute Biokompatibilität aufweist. Sie wurde vom Organismus gut toleriert und 
bietet somit die Grundlage für weitere Untersuchungen mit dem möglichen Ziel einer Testung 
im menschlichen Organismus. 
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